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Les protéines MCM (minichromosome maintenance) forment un complexe 
hétérohexamérique composé des protéines MCM2 à MCM7 qui possède une activité 
hélicase nécessaire lors de la réplication de l’ADN. Ce complexe est la cible des protéines 
ATM et ATR, kinases responsables de l’initiation de la réponse cellulaires aux dommages à 
l’ADN, pour permettre l’arrêt de la réplication lors de la détection de cassure double brin. 
De plus, les MCM permettent le remodelage de la chromatine par leur activité hélicase 
mais aussi par leur association avec une chaperone d’histone la protéine ASF1. Toutefois, 
la majorité des complexes MCM ne co-localisent pas avec les origines de réplication. De 
plus, la quantité des protéines MCM dans la cellule est nettement supérieure à la quantité 
requise lors de la réplication. Ces deux faits laissent présager que ce complexe hélicase 
pourrait jouer un second rôle. Des études effectuées au laboratoire ont démontré une 
augmentation de la fixation à la chromatine des protéines MCM suite au traitement avec 
l’étoposide, un inhibiteur de la topoisomérase II qui cause des cassures double brin. L’étude 
des interactions de la protéine MCM2 par spectrométrie de masse ainsi que par 
immunobuvardage ont démontré une augmentation de l’interaction entre la protéine MCM2 
et ASF1 suite aux dommages. Ceci suggère que les protéines MCM pourraient être 
impliquées dans les mécanismes de réparation de l’ADN.  La nature de l’interaction 
entre la protéine MCM2 et ASF1 a été déterminée in vitro par des immunobuvardages de 
type Far western et des Dot blot avec des mutants de la protéine MCM2. Des cellules 
U2OS-Flp-in ont été utilisées pour générer des lignées stables exprimants les protéines 
MCM2 à MCM7 avec une étiquette GFP ou fusionnées avec une biotine-ligase (BirA). Les 
cellules ont été cultivées dans du milieu SILAC et des immunoprécipitations ont été 
effectuées sur des cellules contrôles (R0K0), des cellules qui expriment MCM-GFP ou 
BirA (R6K4) non-traitées et des cellules qui expriment MCM-GFP ou BirA traitées à 
l’étoposide (R10K8). Les immunoprécipitations ont été analysés au spectromètre de masse 
pour déterminer la modulation des interactions avant et après dommages à l’ADN. Les 
études d’interactions in vitro ont permis d’identifier que l’interaction entre la protéine 
MCM2 et ASF1 se situe entre les acides aminés 81-162 sur la protéine MCM2. L’approche 
de spectrométrie de masse a permis d’identifier plusieurs protéines liant le complexe MCM 
qui sont impliquées non seulement dans la réplication de l’ADN mais aussi dans le 
remodelage de la chromatine. De plus, certains de ces nouveaux partenaires augmentent 
leur interaction avec le complexe suite à l’induction de dommages. Ces résultats suggèrent 
que les protéines MCM jouent un rôle dans la réorganisation de la chromatine dans les 
mécanismes de réparation de l’ADN.  
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1. INTRODUCTION  
 
L’ensemble de l’information génétique d’une cellule se retrouve encodé dans son ADN. Le 
maintien de l’intégrité de celui-ci est essentiel à la survie cellulaire afin que cette dernière 
puisse transmettre des informations intactes aux cellules filles. Cependant, l’ADN n’est pas 
une molécule statique, elle est constamment sujette à l’apparition de dommages venant de 
sources exogènes telles que les UV, ou de sources endogènes comme les espèces réactives 
de l’oxygène. De plus, lors de la réplication de l’ADN, la polymérase introduit des 
nucléotides non-complémentaires avec une fréquence variant de 1:10,000 à 1:100,000 
(Arana et Kunkel, 2010). Concrètement, il est estimé que la cellule doit réparer plusieurs 
dizaines de milliers de dommages chaque jour provenant de différentes sources (Lindahl, 
1993). Les altérations du code génétique qui restent non réparées peuvent mener à 
l’apparition de mutations. Les lésions plus importantes, telles que les cassures simple ou 
double brin, peuvent quant à elle mener à de l’instabilité chromosomique. Les 
conséquences pouvant résulter de ces dommages sont le développement de maladies ou de 
désordres métaboliques. Afin de pallier à l’apparition constante de dommages à l’ADN et à 
leur impact considérable sur le bon fonctionnement d’un organisme, la cellule a développé 
un ensemble de mécanismes régulés de manière très précise. 
 
1.1 Mécanismes de réparation  
 
1.1.1 Mécanismes de réparation de l’ADN et maladies associées 
 
La réponse aux dommages à l’ADN implique plus de 450 gènes qui codent pour des 
protéines qui interviennent dans les mécanismes ou dans la signalisation associés à la 
réparation de la chromatine (Pearl et al., 2015). Des altérations dans plus de 25%  de ces 
gènes ont été répertoriées dans des cancers, avec ou sans prédisposition héréditaire, et dans 
diverses maladies génétiques (Chang et al., 2013). En fait, plusieurs des protéines 
impliquées dans la réponse aux dommages portent le nom de la maladie dans laquelle elles 
ont été identifiées. C’est le cas de la protéine ATM qui est mutée dans la maladie 
héréditaire d’Ataxie télangiectasie (Ataxia Telangiectasia Mutated). On peut noter aussi la 
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protéine NSB1 (Nijmegen breakage syndrome 1) identifiée pour la première fois dans le 
syndrome de Nimègue et les protéines de la famille XP (Xeroderma pigmentosum) 
identifiées dans le syndrome du même nom. Toutes ces maladies ont en commun une 
sensibilité accrue aux dommages à l’ADN et démontrent toutes une très grande 
prédisposition au cancer.  
 
Bien que les défauts dans les protéines de la réponse aux dommages puissent être la cause 
de certaines maladies, ils sont aussi la cible des thérapies anti-cancéreuses. Ces approches 
thérapeutiques exploitent soit le principe de létalité ou de sensibilité synthétique des 
cellules cancéreuses (Brough et al., 2011). Le principe de létalité synthétique, utilisé par 
des drogues telles que l’étoposide, implique l’induction de l’apoptose des cellules 
cancéreuses, par l’arrêt de la croissance ou de la prolifération cellulaire, découlant d’une 
accumulation d’une trop grande quantité de dommages provoqués par un agent 
thérapeutique. La sensibilité synthétique est la combinaison de la perte de fonction de deux 
ou plusieurs gènes qui amènent directement à la mort cellulaire. Ce principe a été exploité 
dans le traitement de certains cancers déficients pour le gène BRCA en combinaison avec 
un inhibiteur de PARP. Dans un cas comme dans l’autre, le succès de ces thérapies repose 
sur une connaissance approfondie des mécanismes de réparation de l’ADN ainsi que des 
voies de signalisation qui en découlent.  
 
1.1.2 Généralité des mécanismes de réparation 
 
Il existe une très grande diversité dans le type de dommages qui peuvent survenir sur 
l’ADN.  Que ce soit par l’ajout d’un adduit sur l’un des deux brins, par l’introduction d’une 
base non complémentaire lors de la réplication ou encore par la formation de cassures 
double brin, la structure du dommage est caractéristique pour chaque lésion. Ainsi, la 
cellule a développé plusieurs mécanismes qui sont non seulement capables de reconnaître 
les dommages rencontrés, mais aussi de les réparer. On peut distinguer deux groupes de 
mécanismes de réparation de l’ADN. Le premier est composé des mécanismes d’excision 
de bases (BER), d’excision de nucléotides (NER) et de réparation des mésappariements 
(MMR). Ces mécanismes reconnaissent les dommages qui introduisent une distorsion dans 
la double hélice par le mauvais appariement entre deux nucléotides. Le second groupe est 
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constitué des mécanismes de réparation par ligation des extrémités non-homologues 
(NHEJ) et de la recombinaison homologue (HR). Ces deux derniers mécanismes réparent 
des cassures simple ou double brin. Par souci de clarté, seulement les mécanismes généraux 
de reconnaissance et de réparation des dommages à l’ADN seront décrits dans le texte.  
 
1.1.3 Réparation par excision de bases (BER) 
 
La réparation par excision de bases corrige les lésions qui ne déforment pas de manière 
significative la structure de la double hélice. Parmi celles-ci, on retrouve la déamination, 
l’oxydation et la méthylation d’une des bases. Ces types de dommages sont généralement le 
résultat d’une dégradation normale de la molécule d’ADN (Lindahl, 1993). Certaines 
drogues cytostatiques ou encore l’exposition à des radiations peuvent également entraîner 
ce type de lésions. La première étape lors de la réparation est la reconnaissance du 
dommage par des enzymes appelées ADN glycosylase. Ces enzymes font partie d’une 
famille composée d’onze membres qui sont chargés de reconnaître un type de dommage en 
particulier (Jacobs and Schär, 2012). Ces enzymes clivent la base endommagée en laissant 
un site abasique (AP-site). Le site AP est par la suite reconnu par une AP-endonucléase 
(APE1) qui vient cliver le désoxyribose (Aspinwall et al., 1997) pour permettre à une 
polymérase (Pol β) de venir remplacer la base endommagée (Sobol & Wilson, 2001). La 
dernière étape est de liguer avec une ADN ligase (LIG1 ou 3) (Gao et al., 2011). Il existe 
deux formes de BER, le short-patch et le long-patch, qui dépendent non seulement du type 
d’ADN glycosylase qui reconnaît le dommage, mais aussi de la phase du cycle cellulaire. 
En effet, le short-patch, qui est le mécanisme prédominant, génère un vide d’une seule base 
et peut prendre place à n’importe quelle phase du cycle cellulaire, de même que chez une 
cellule non-réplicative (Xie et al., 2010). Le long-patch BER, qui engendre une ouverture 
entre deux et dix nucléotides, est le mécanisme favorisé lors de la phase S du cycle 
cellulaire, puisqu’il nécessite les protéines de la réplication de l’ADN telle que la 
polymerase δ/ε, PCNA, FEN1, et LIG1 (Svilar et al., 2011). Les facteurs qui déterminent 
lequel de ces deux mécanisme doit être utilisé sont malheureusement très peu connus. Des 
études ont montré que la concentration d’ATP près du site de dommages  (Petermann et al., 
2003) ainsi que le type de site abasique laissé par APE1 (Klungland and Lindahl, 1997) 
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association (déstabilisation thermodynamique), la protéine XPC est capable de détecter la 
présence d’adduits sans toutefois avoir une spécificité pour un type en particulier (Huang et 
al., 1994).  Par la suite, il y a recrutement du complexe TFIIH et des deux hélicases XPD et 
XPB qui l’accompagnent, permettant ainsi l’ouverture de la double hélice de chaque côté 
du dommage (Evans et al., 1997a, 1997b).  Lorsque l’ADN est ouvert, les protéines XPA, 
RPA, et XPG, qui forment le complexe de pré-incision, viennent se fixer (Wakasugi and 
Sancar, 1998). La protéine XPA permet le recrutement d’ERCC1-XPF (Li et al., 1994), une 
endonucléase, qui clive l’ADN en 5’, ce qui recrute la machinerie nécessaire à la synthèse 
d’un nouveau brin (polymérase et ses facteurs associés). Finalement, l’endonucléase XPG 
clive l’ADN en 3', alors qu’une ADN ligase vient refermer le tout (Araújo et al., 2000). La 
réparation par excision de nucléotides existe sous deux formes, l’une appelée global-
genome-NER (GG-NER), où la reconnaissance de la lésion se fait par XPG, et une autre 
appelée transcription-coupled-NER (TC-NER), où l’identification du dommage s’exécute 
par le blocage de l’ARN polymérase.  Avec l’aide des facteurs CSA, CSB et XAB2, il y a 
activation de la machinerie de réparation du NHEJ (Gillet and Schärer, 2006). La réparation 
par excision de nucléotides se retrouve dans toutes les phases du cycle cellulaire, ainsi que 
chez les cellules en quiescence. Seulement le type de polymérase et de ligase impliqués  



































LQVHUWLRQGHOHWLRQ ORRSV ,'/ *XSWD HW DO  &HV GHX[ W\SHV GH GRPPDJHV VRQW
UHFRQQXVSDUO¶XQGHVGHX[FRPSOH[HVSURWpLTXHVIRUPpSDUO¶DVVRFLDWLRQGHGHX[SURWpLQHV
GH OD IDPLOOH06+ VRLW OH FRPSOH[H06+06+ RX06+06+ 6X DQG0RGULFK
/HFRPSOH[H06+06+SHUPHWODUHFRQQDLVVDQFHGHVPpVDSSDULHPHQWVRXGHV
,'/GHFRXUWHVpTXHQFH/HFRPSOH[H06+06+TXDQWj OXL UHFRQQDvWSULQFLSDOHPHQW
GHV ,'/ G¶XQH ORQJXHXU VXSpULHXUH j  QXFOpRWLGHV 0F&XOORFK HW DO  /HV
PDXYDLVHVDVVRFLDWLRQVGHQXFOpRWLGHVVRQWUHFRQQXHVSDUXQUpVLGXSKpQ\ODODQLQHVLWXpVXU
ODSURWpLQH06+TXLV¶LQVqUHHQWUHOHVGHX[EULQVG¶$'1jO¶HQGURLWPrPHRHVWVLWXpOH









aminés basiques et polaires présents sur MSH3, interagissent avec le squelette sucre 
phosphate afin de permettre la reconnaissance du dommage (Gupta et al.,, 2011). C’est 
suite à l’identification du dommage que le complexe change de conformation, permettant 
alors sa dissociation au site de dommage et son glissement sur l’ADN (Gradia et al., 1999). 
Toutefois, la raison pour laquelle le complexe se délocalise de son site de reconnaissance 
des mésappariements n’a toujours pas été élucidée. Certaines théories suggèrent que les 
protéines MSH se déplacent afin de laisser l’accès libre à d’autres complexes MSH activés. 
D’autres soutiennent l’hypothèse que le déplacement permettrait d’initier la dégradation du 
brin d’ADN en amont ou en aval du dommage. Suite à l’activation du complexe MSH, il y 
a interaction avec un complexe hétérodimérique formé par deux des sous-unités de la 
famille des MLH (MLH1, MLH3, PMS1 et PMS3) (Acharya et al., 2003).  Ces protéines, 
nécessaires au bon fonctionnement du MMR, interagissent fortement avec plusieurs 
protéines impliquées dans cette voie de réparation, telle que la protéine PCNA (Umar et al., 
1997). Ce complexe est considéré comme un des promoteurs d’interaction moléculaire à la 
suite de l’activation du complexe MSH.  Le modèle de ‘’sliding clam’’  proposé permet 
d’inclure la majorité des protéines qui interagissent avec les protéines MSH/MLH et le 
déplacement du complexe du site de dommage après reconnaissance de la lésion. Dans ce 
modèle, l’un des complexes migre d’un côté du dommage, alors que l’autre migre dans le 
sens opposé de celui-ci. Les protéines MSH/MLH diffusent en amont jusqu’à la rencontre 
de la protéine RFC, celle-ci étant alors déplacée par le complexe afin de permettre le 
chargement de la protéine EXO1. Cette protéine est une exonucléase qui catalyse la 
dégradation du brin en direction 5'→3'. Le complexe qui se dirige en aval du dommage 
migre quant à lui jusqu’à la rencontre d’une protéine PCNA qui, par la suite, permet le 
recrutement d’une exonucléase, qui dégrade l’ADN en direction 3'→5'.  Les parties simple 
brin sont stabilisées par la protéine RPA. Lorsque le mésappariement est dégradé par 
l’exonucléase, l’activité de la protéine EXO1 n’est plus stimulée par les protéines MSH et 
se retrouve plutôt inhibée par MLH. La polymérase δ vient alors synthétiser un nouveau 
brin d’ADN et la DNA ligase I vient fermer le tout (Dzantiev et al., 2004). Les mécanismes 
de réparation des mésappariement sont présents en particulier lors de la synthèse d’ADN 
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Lig4, XRCC4 et XLF se retrouvent aussi au site de cassure. Bien que les protéines XRCC4 
et XLF ne soient associées à aucune activité enzymatique, leur présence stimule l’activité 
ligase de la protéine Lig4 (Riballo et al., 2009). La réparation par NHEJ peut se faire aussi 
simplement que par le recrutement de Ku, DNA-PK, XRCC4, XLF et Lig4 au site de la 
cassure et par la ligation des extrémités d’ADN. Toutefois, il est connu que plusieurs autres 
protéines jouent un rôle dans le NHEJ, selon la nature et la complexité des bris double 
brins. Il arrive que les cassures soient produites par la présence de mésappariements ou 
d’adduits qui auraient amené à un bris de la double hélice. Dans de pareils cas, certaines 
protéines peuvent être nécessaires pour enlever les groupements pouvant empêcher la 
ligation des extrémités d’ADN.  La protéine PNKP, qui est à la fois une phosphatase et une 
kinase,  permet d’enlever les groupements en 3' et d’ajouter un phosphate en 5' (Bernstein 
et al., 2005). La protéine Aprataxin est quant à elle un membre d’une famille de nucléotides 
hydrolases et transférases, qui permet d’enlever des groupes adényles liés de manière 
covalente au phosphate en 5' (Ahel et al., 2006).  Le NHEJ peut aussi faire intervenir des 
protéines pour dégrader une partie des brins d’ADN avant de les re-synthétiser et de les 
liguer. Cette résection des extrémités passe par les protéines Artemis, WRN et APLF qui 
possèdent une activité endo- ou exo-nucléase.- (Perry et al., 2006; Povirk et al., 2007). 
Finalement, la polymérase λ peut être nécessaire pour remplir les extrémités qui ont été 
dégradées (Moon et al., 2007). Une voie alternative de réparation par NHEJ est également 
utilisée d’un défauts de la voie régulière. Par exemple, en l’absence des protéines Ku ou 
DNA-PK, la protéine PARP1 peut lier les extrémités directement dans le but de les 
stabiliser et de permettre ainsi le recrutement de la machinerie de réparation. Les protéines 
XRCC1 et Lig3 peuvent aussi intervenir dans cette voie alternative. Les protéines normales 
de la résection de l’ADN sont aussi remplacées par la protéine Mre11 et Ctlp (Wang et al.,, 
2005). Cependant, cette voie alternative du mécanisme de NHEJ est beaucoup moins 
étudiée que la voie traditionnelle. Ce mécanisme de réparation est présent dans toutes les 
phases du cycle cellulaire. Toutefois, il est moins actif lors de la phase S du cycle cellulaire 
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identifiés. Plusieurs protéines sont connues pour se retrouver aux foci du dommage dans les 
instants suivant l’induction de cassure double brin. On compte parmi celles-ci le complexe 
MRN (Mre11-Rad50-Nbs1) de même que les protéines BRCA1, Rad52, EXO1 et CtIP, qui 
peuvent co-localiser au site de dommage. Le complexe MRN est responsable de la 
reconnaissance des cassures double brin. Lorsqu’une lésion est reconnue, les protéines 
EXO1 et CtIP sont recrutées au site de dommages et permettent la résection des brins 
d’ADN par leur activité nucléase (Nimonkar et al., 2011). La protéine BRCA1, par son 
interaction avec les protéines MRN et CtIP, promeut la résection des extrémités (Nimonkar 
et al., 2011)).  La protéine Rad52 serait potentiellement impliquée dans la reconnaissance 
des dommages et dans l’échange entre les protéines RPA, fixées sur la matrice simple brin 
générée par les nucléase, et la protéine RAD51 (Nimonkar et al., 2011). La protéine 
RAD51 vient fixer l’ADN pour former un filament de nucléoprotéines hélicoïdales 
(Sigurdsson et al., 2001).  La protéine BRCA2 serait impliquée dans le transport de RAD51 
au noyau, suite au dommage et en  contrôlerait l’activité enzymatique (Esashi et al., 2005). 
La  protéine RAD54 lie le complexe ADN-RAD51 une fois formé et permet de le stabiliser, 
ce qui a pour effet de promouvoir l’échange des brins d’ADN entre les deux chromatides 
sœurs (Mazin et al., 2003). La protéine RAD54 pourrait être impliquée dans la 
reconnaissance d’homologie entre les séquences d’ADN. Par la suite, grâce à son activité 
recombinase activée par la fixation de l’ADN simple brin, RAD51 promeut l’invasion du 
bris endommagé pour former la boucle D communément appelée la jonction de Holliday. 
(Shinohara et al., 1992).  Finalement, la machinerie de synthèse d’ADN est mise en place 
afin de synthétiser un nouveau brin. L’ADN topoisomérase III, permet le clivage, la 
ligation et le replacement des brins d’ADN (Plank et al., 2006). La recombinaison 
homologue peut se produire uniquement lors de la phase S du cycle cellulaire puisqu’elle 
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1.1.8 Choix du mécanisme de réparation des bris double brin.   
 
Comme décrit précédemment, il existe deux mécanismes de réparation des bris double brin, 
soit le NHEJ et le HR. Le NHEJ est le mécanisme prédominant puisque celui-ci peut 
s’activer quelle que soit la phase du cycle cellulaire. Vers la fin de la phase S et en phase 
G2, les deux mécanismes peuvent néanmoins être utilisés. Une question se pose alors : 
qu’est ce qui contrôle le choix du mécanisme lors de la phase S? Des études ont démontré 
que la résection des brins d’ADN est l’étape clé dans le choix du mécanisme utilisé 
(Huertas, 2010). La recombinaison homologue nécessite une résection de l’ADN, alors que 
le NHEJ est moins efficace en présence de dégradation de l’un des deux brins. Ce 
phénomène s’explique par une fixation moindre des protéines Ku sur les extrémités d’ADN 
déjà dégradées (Dynan and Yoo, 1998). Par ailleurs, la diminution de n’importe laquelle 
des protéines de résection impliquées dans la HR entraîne une augmentation de l’activité du 
NHEJ (Zhang et al., 2007).  La nature des dommages peut également influencer la résection 
de l’ADN. Il apparaît ainsi que les dommages engendrés par une endonucléase n’amènent 
aucune dégradation de l’ADN, mais qu’un nombre similaire de lésions causées par une 
irradiation-γ enclenche un processus de résection (Barlow et al., 2008). Finalement, 
l’activité des protéines impliquées dans la dégradation de l’ADN est plus importante en 
phase S qu’en phase G1, ce qui semble expliquer pourquoi le mécanisme de HR est préféré 
lors de la phase S au détriment du NHEJ (Zierhut and Diffley, 2008) 
 
1.2  La réponse cellulaire aux dommages à l’ADN 
  
1.2.1 Voies de signalisation associées aux dommages 
 
La réponse cellulaire aux dommages à l’ADN (la DDR) est une voie de signalisation qui 
dépend de l’activation de deux protéines clés, les kinases ATM et ATR. Ces deux protéines 
s’activent ou bien par la détection de cassures double brin (ATM) ou par une trop grande 
quantité de protéines RPA fixées à l’ADN (ATR) (Shiloh, 2003).  La détection des cassures 
double brin se fait par le complexe MRN qui est considéré comme le senseur de la voie 
ATM (Rupnik et al., 2010). Suite à la fixation du complexe sur une cassure, celui-ci recrute 
la protéine ATM qui s’active et phosphoryle l’histone H2A.x. (Dickey et al., 2009). Pour la 
14 
 
voie médiée par ATR, le senseur des dommages est la protéine RPA ou encore le complexe 
9-1-1 (RAD9/RAD1/HUS1) qui permet le recrutement de ATR-interacting protein 
(ATRIP). Celui-ci recrute ATR aux dommages et permet son activation (Cimprich and 
Cortez, 2008). Aussitôt les kinases ATM et ATR en mode actif, ces dernières peuvent aller 
phosphoryler les transducteurs de la voie, soit les protéines kinases CHK1 (ATR) et CHK2 
(ATM) (Bartek et al., 2001; Chen and Sanchez, 2004). Le rôle des transducteurs est 
principalement d’amplifier le signal de reconnaissance des dommages et d’activer les 
protéines médiatrices, telles que MDC1, 53BP1 et BRCA1 (Stucki and Jackson, 
2004)L’histone H2A.x peut également jouer le rôle de protéine médiatrice, puisqu’elle est 
nécessaire à la rétention des autres protéines médiatrices (MDC1, 53BP1 et BRCA1) au site 
de dommages (Celeste et al., 2003). Une boucle rétrospective d’activation médiée par 
MDC1 permet d’accumuler une grande quantité d’ATM actif près du site de dommages, ce 
qui stimule la phosphorylation ATM-dépendante d’H2A.x. (Lo et al. 2006).  La fonction 
des protéines médiatrices est de créer une plateforme de recrutement pour les protéines de 
réparation de dommages à l’ADN impliquées dans la signalisation DDR. Les protéines 
ATM, ATR, CHK1 et CHK2 partagent de nombreux substrats dont la protéine p53 (Kim et 
al., 2007). La phosphorylation de p53 par les kinases de la signalisation des dommages 
permet d’inhiber son interaction avec la protéine MDM2 et ainsi permettre sa stabilisation 
(Shieh et al., 1997).  La protéine p53 joue un rôle central dans l’arrêt du cycle cellulaire, 
dans l’expression des protéines impliquées dans les mécanismes de réparation des cassures 
double brin et dans l’induction de l’apoptose (Helton and Chen, 2007). Les protéines Chk1 
et Chk2 peuvent aussi venir arrêter le cycle cellulaire par l’inhibition de l’activité de Cdc25 
et par l’activation de WEE1. Cdc25 est responsable de l’activation du complexe Cycline 
B/Cdk2 impliqué dans la transition G2/M. Alors que WEE1 inhibe l’activation de ce 
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très conservées de remodelage/modification de la chromatine qui régulent l’accès à l’ADN 
(Fry and Peterson, 2001). 
 
La première classe d’enzymes catalyse l’ajout de groupements chimiques, tels que la 
phosphorylation, la méthylation et l’acétylation, ou encore l’ajout de courts peptides, tels 
que l’ubiquitine ou SUMO. Ces modifications permettent l’altération des interactions 
ADN-nucléosomes ou nucléosome-nucléosome qui résultent en une augmentation ou une 
diminution de la condensation de l’ADN. L’ajout de ces groupements se fait en majorité sur 
la partie N-terminale des histones, un domaine qui s’étend à l’extérieur de la surface du 
nucléosome (Hansen et al., 1998). Ces modifications peuvent amener directement un 
changement dans la compaction de l’ADN. Par exemple l’acétylation de l’histone H4 sur la 
lysine  16 (H4K16) mène à une diminution de l’interaction entre l’histone H4 et H2 
(Agalioti et al., 2002). Ces ajouts de groupements chimiques ou peptidiques peuvent aussi 
servir de signaux pour permettre le recrutement de protéines de réparations ou encore servir 
d’ancre pour la rétention de certaines protéines aux sites de dommages (Humpal et al., 
2009). Le tableau 1 recense les modifications des histones lors des différents mécanismes 
de réparation de l’ADN. La seconde classe d’enzymes se sert de l’énergie de l’hydrolyse de 
l’ATP pour modifier la chromatine et ainsi permettre la réparation de l’ADN (Vignali et al., 
2000). Ces enzymes peuvent faire glisser un nucléosome sur l’ADN, enlever une partie ou 
l’entièreté d’un complexe d’histones ou encore modifier l’interaction entre les nucléosomes 
et l’ADN (Seeber et al., 2013) 
 
Suite à la réparation des dommages à l’ADN, la chromatine doit être reconstruite par la 
remise en place des nucléosomes. Si la lésion nécessite le relâchement de la chromatine par 
la diminution des interactions ADN-nucléosome ou nucléosome-nucléosome médiée par 
des modifications d’histones, l’enlèvement des modifications suffit à restaurer la 
compaction de la chromatine. Par ailleurs, si les nucléosomes sont totalement enlevés de 
l’ADN, un nouveau complexe d’histones devra être ajouté. Ce processus nécessite la 
chaperonne d’histones Anti-silencing function 1 (ASF1) et la Chromatin Assenbly Factor 
(CAF-1) (Mello et al., 2002). La protéine ASF1 est nécessaire pour l’acétylation de 
l’histone H3 non fixée à l’ADN sur la lysine 56 par l’histone acétyle transférase Rtt109 
(Recht et al., 2006). Cette acétylation est requise pour l’ajout du dimère d’histones H3 sur 
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le brin d’ADN nouvellement synthétisé, puisque la substitution de cette lysine par une 
glutamine (qui mime l’effet de l’acétylation) permet l’incorporation des histones H3 et H4 
en absence d’ASF1 (Chen et al., 2009). Ainsi, la protéine ASF1 présente le dimère 
d’histones à la protéine Rtt109 pour permettre la modification de l’histone H3, stimulant 
ainsi son incorporation dans l’ADN. La protéine CAF-1 stimule quant à elle l’incorporation 




Tableau 1 - Modifications post-traductionnelles des histones   
 
 Histone H2   
     P-Ser139 
     Ub-K119 
     Ub 
     UB-K120 
Signalisation et recrutement de protéines 
Remodelage des nucléosomes 
Recrutement et rétention de 53BP1 et BRCA1 
Recrutement des facteurs du NHEJ et du HR 
(Rogakou et al., 1998) 
(Ikura et al., 2007) 
(Huen et al., 2007) 
(Moyal et al., 2011) 
     
  Histone H3 
  
     Me-K79 
     Me-K9 
     Ub 
Recrutement de 53BP1 
Stimulation des activités de Tip60 
Recrutement des facteurs des réparations 
(Hartlerode et al., 2012) 
(Ikura et al., 2000) 







Recrutement de 53BP1 
Recrutement des facteurs des réparations 
Recrutement des facteurs des réparations 
(Wakeman et al., 2012) 
(Wang et al., 2006a) 










1.2.3 Cycle cellulaire et dommages à l’ADN 
 
Le lien entre la détection des dommages à l’ADN et le cycle cellulaire est un cas 
particulier. Lors de la phase S du cycle cellulaire, la machinerie de réplication peut détecter 
les dommages à l’ADN provenant des sources endogènes et exogènes (Nyberg et al., 2002). 
L’identification de ces lésions par la fourche de réplication entraîne l’activation du point de 
contrôle intra-S qui se traduit par un arrêt du cycle cellulaire et l’activation des mécanismes 
de réparation. La machinerie de réplication ne contient aucune protéine capable de détecter 
les dommages directement. Lors de la rencontre d’un dommage à l’ADN, la fourche de 
réplication se stabilise par l’arrêt de la polymérase ou par l’arrêt de la progression de 
l’hélicase. Suite à ce blocage, la matrice d’ADN simple brin générée devient anormalement 
longue et requiert la fixation de la protéine RPA en plus grande quantité que lors de la 
réplication (Zou and Elledge, 2003). La fixation de  RPA, considérée comme le senseur de 
la voie ATR, permet l’activation des voies de signalisation en réponse aux dommages à 
l’ADN (Abraham, 2001). Suite à l’activation de la signalisation par ATM/ATR, la 
machinerie de réplication est ciblée par ces voies afin d’arrêter la synthèse d’ADN, soit par 
le blocage de la fourche de réplication ou soit par la dissociation des protéines de la 
machinerie de réplication. (Lopes et al., 2001). La stabilisation de la fourche de réplication 
passe par des phosphorylations inhibitrices, comme la phosphorylation du complexe MCM 
pour bloquer son activité hélicase (Ishimi et al., 2003). La dissociation des protéines de la 
machinerie de réplication peut être soit réversible ou définitive. La fourche de réplication 
reste compétente pour repartir la synthèse d’ADN suivant la réparation des dommages, 
lorsque le blocage de la machinerie passe par la dissociation  de certaines protéines, telles 
que  la ligase I ou PCNA. Ces dernières pouvant être rechargées pour repartir la réplication 
(Dimitrova and Gilbert, 2000). La perte de certaines protéines de réplication, telles que les 
protéines MCM (MCM2 à MCM7), ne permet cependant pas de repartir la réplication 
(Sogo et al., 2002). Ainsi, la perte de ces dernières semble décider si le dommage peut être 
réparé ou si celui-ci est létal pour la cellule. Les protéines MCM semblent être une cible 
majeure dans la réponse aux dommages puisque celles-ci sont une cible des 
phosphorylations inhibitrices des kinases ATM et ATR. De plus, leur dissociation semble 
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aussi être une étape irréversible dans la réinitialisation de la synthèse d’ADN suite aux 
dommages.  
 
1.3 Les protéines MCM  
 
Les protéines Mini-Chromosome Maintenace (MCM) jouent un rôle dans la réplication de 
l’ADN et dans le remodelage de la chromatine. Des études ont démontré que ce complexe 
protéique est une cible de la réponse cellulaire aux dommages afin de permettre la 
stabilisation de la fourche de réplication et promouvoir l’arrêt de la synthèse d’ADN. C’est 
ce rôle central dans plusieurs importants mécanismes cellulaires qui amène à s’intéresser de 
plus près à ce complexe protéique.     
 
1.3.1 Généralités  
 
Les protéines MCM  ont été découvertes chez la levure lors d’un criblage génétique avec 
des mutants de la levure S. cerevisiae déficients dans la ségrégation de Mini-Chromosome, 
ce qui explique leur nom (Maine et al., 1984). Cette famille de protéines conservées chez 
les eucaryotes se compose de six membres nommés MCM2 à MCM7. Ces protéines se 
caractérisent par la présence d’une séquence appelée la "Boîte MCM"  (MCM box) qui 
contient un domaine ATPase constitué de 250 acides aminés (Eugene, 1993). Ce domaine 
permet aux protéines MCM de faire partie de la famille des AAA+  (ATPases Associé à 
diverses Activités cellulaires) qui utilisent l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP pour effectuer 
un travail enzymatique. En plus du domaine ATPase, chaque MCM comporte une région 
qui permet la fixation à l’ADN en N-terminal (Fletcher et al., 2003). Les protéines MCM2 
et MCM3 possèdent, pour leur part, un domaine NLS qui permet la localisation du 
complexe au noyau. Il est proposé que ce groupe de protéines forme un complexe hétéro-
hexamèrique avec un ratio 1:1:1:1:1:1 (Davey et al., 2003). L’organisation des protéines 
MCM au sein du complexe a été démontrée par plusieurs approches, telles que le double-
hybride et la co-immunoprécipitation, permettant ainsi de reconstruire l’ordre des protéines 
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supporte l’hypothèse de son implication dans plusieurs processus distincts. La 
démonstration de l’activité hélicase du complexe MCM fut longue à prouver en soi, aussi 
bien in vivo qu’in vitro. Durant de nombreuses années, aucune activité de déroulement de la 
double hélice n’a pu être confirmée relativement au complexe, à l’exception d’une légère 
activité hélicase pour les sous-unités 4/6 et 7 (Ishimi, 1997). C’est en 2008 qu’une activité 
hélicase a été prouvée pour la première fois (Bochman and Schwacha, 2008).  Il s’est avéré 
que l’incapacité à démontrer cette activité enzymatique des MCM était due aux 
connaissances insuffisantes des mécanismes de son activation lors de l’initiation de la 
réplication. En effet, lors de la purification du complexe, celui-ci possède une structure en 
forme d’anneau où l’on dénote la présence d’une ouverture entre les sous-unités MCM2 et 
MCM5 (Yabuta et al., 2003). Cette ouverture empêche la formation du domaine ATPase 
situé à l’interface de MCM2 et MCM5. L’incapacité à hydrolyser l’ATP empêche ainsi le 
complexe de dérouler l’ADN efficacement. Néanmoins, lorsque le complexe MCM est 
chargé sur l’ADN et qu’il y a activation de la réplication, les modifications post-
traductionnelles apportées aux différentes sous-unités permettent le changement de 
conformation du complexe et, par le fait même, la fermeture entre les protéines MCM2 et 
MCM5. Cette modification permet de restaurer le site d’hydrolyse de l’ATP. Par ailleurs, 
un complexe formé des MCM, des protéines GINS et Cdc45 possède une forte activité 
hélicase in vitro. Cela amène à penser que l’interaction avec ces protéines permet 
l’activation de l’activité hélicase du complexe MCM (Moyer et al., 2006) 
 
Toutes les protéines MCM ne semblent pas participer de manière semblable à l’ensemble 
des fonctions du complexe. L’analyse individuelle des sites d’hydrolyse de l’ATP, et de 
l’activité globale du complexe a démontré une contribution non équivalente des sous-unités 
du complexe MCM (Bochman et al., 2008). Il est à noter que le complexe formé de 
MCM2/4/6/7 interagit plus fortement avec l’ADN que le complexe comprenant MCM2 à 
MCM7 (Bochman and Schwacha, 2007). La contribution différentielle de chaque MCM à 
certaines des fonctions du complexe suggère une implication non-équivalente de chaque 
sous-unité MCM.  
 
Lors de la phase G1 du cycle cellulaire, les protéines ORC1-6 et Cdc6 fixent les origines de 
réplication présentes sur la chromatine. Par la suite, la protéine Cdt1 apporte le complexe 
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MCM au site de fixation d’ORC1-6 et Cdc6, ce qui forme le complexe de pré-réplication 
(Pre-RC) (Bell, S. P. et A. Dutta. 2002). Lors de la transition en G1/S, l’activité des Cyclin-
Dependent Kinase (CDK)  et de  Dbf4-dependent kinase (DDK) permet la formation de la 
fourche de réplication par la phosphorylation de diverses sous-unités des MCM (Nougarede 
et al., 2000). Ces phosphorylations permettent le recrutement d’autres composantes de la 
fourche de réplication, telles que les protéines GINS, Cdc45, MCM10 et finalement l’ADN 
polymérase.  
 
1.3.3  MCM et réponse aux dommages à l’ADN  
 
Comme mentionné précédemment, les protéines MCM sont des cibles des points de 
contrôle lors des dommages à l’ADN. Plus précisément, les kinases ATM et ATR 
phosphorylent les protéines MCM2 sur la sérine 108 et MCM3 sur la sérine 535 suite à 
l’induction de dommages (Cortez et al., 2004). La kinase DDK  phosphoryle la protéine 
MCM2 suite à la détection de lésions pour induire une réponse coordonnée des dommages. 
Cela ne semble toutefois pas influencer l’activation du point du contrôle (Stead et al., 
2012). Cette phosphorylation semble par ailleurs nécessaire pour ralentir ou stabiliser le 
complexe MCM. La protéine MCM4 est la cible de la kinase ATR lors des dommages à 
l’ADN (Ishimi et al., 2003). Cette phosphorylation permet d’inhiber l’activité hélicase du 
complexe, ce qui permet de ralentir la progression du complexe sur l’ADN.  
 
La protéine MCM7 interagit quant à elle directement avec la protéine ATRIP-ATR (Cortez 
et al., 2004). Cette interaction semble permettre une bonne réponse cellulaire aux 
dommages à l’ADN puisqu’une déplétion de MCM7 mène à une défaillance dans la 
stabilisation de la fourche de réplication. Finalement, la protéine MCM3 est phosphorylée 
par la protéine CHK1 sur la sérine 205 en condition de réplication normale, ce qui a pour 
effet de ralentir la réplication (Han et al., 2014). Lors d’un dommage à l’ADN, il y a 
diminution de cette phosphorylation. Cette réduction semble apparemment due au 
relâchement de CHK1 de la chromatine, entraînant l’augmentation de l’activité du 
complexe. Ce mécanisme serait entre autres présent pour permettre la génération d’un plus 
grand fragment d’ADN simple brin par l’activité hélicase et de signaler ainsi un dommage à 






1.3.4  Le paradoxe des protéines MCM 
 
Le paradoxe concernant les protéines MCM (Hyrien et al., 2003) provient de certaines 
observations qui ne concordent pas avec la fonction d’hélicase réplicative du complexe. Il 
semble d’abord que la majorité des protéines MCM ne co-localisent pas avec les sites de 
réplication de l’ADN. Des études de lignées cancéreuses HeLa ont démontré que la 
majorité des protéines MCM2 ne se retrouvaient pas aux foci de réplication lors de la phase 
S du cycle cellulaire, et qu’une faible proportion de MCM2 co-localisait avec la fourche de 
réplication (Mašata et al., 2005). De plus, la fraction des protéines MCM qui fixe la 
chromatine varie en fonction de la phase du cycle cellulaire, avec un pic en transition G1/S 
et une diminution en fonction de la progression de la phase S (Aparicio et al., 2012). Cette 
anomalie des protéines MCM est explicable par l’hypothèse voulant que plusieurs 
complexes sont chargés au site d’initiation de la réplication lors de la phase G1, mais que 
seul un complexe est activé lors de l’initiation de la réplication de l’ADN.  
 
L’autre aspect du paradoxe des MCM est que les protéines sont chargées sur la chromatine 
à une distance éloignée des sites d’initiation de la réplication et ce, dans une proportion 
beaucoup plus grande que le nombre d’origines de réplication présentes. Le ratio de 
fixation des MCM et d’ORC est de 40:1, au lieu du 1:1 attendu dans le cas où un seul 
complexe est nécessaire pour l’activation de la réplication (Edwards et al., 2002). Des 
études de diminution des ARN messagers des protéines MCM ont démontré qu’une 
réduction de 50% de la protéine MCM2 n’affecte aucunement la croissance cellulaire mais 
entraîne une diminution des origines de réplication utilisées lors de la synthèse d’ADN (Lei 
et al., 1996). Ceci démontre que l’excès des protéines MCM est nécessaire en partie pour 
une activation efficace de toutes les origines de réplication. De plus, la déplétion des 
protéines MCM confère à la cellule une sensibilité accrue au blocage de la synthèse 
d’ADN. Suite au blocage de la fourche de réplication par différents types d’agents, les 
cellules déplétées en MCM bloquent leur cycle cellulaire et entrent en apoptose (Ibarra et 
al., 2008). Une des hypothèse qui permet d’expliquer cet effet propose que l’excès de 
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MCM permet non seulement une activation efficace de toutes les origines de réplication, 
mais permet également à la cellule de recommencer la synthèse d’ADN suite à l’induction 
de dommages (Woodward et al., 2006).  Les évidences qui supportent cette hypothèse ne 
sont toutefois pas encore étayées. Ainsi, il apparaît très probable que les protéines MCM 
jouent un autre rôle plus important que celui d’une simple hélicase réplicative. Il s’avère 






























1.4 Problématique  
 
Une étude de fractionnement cellulaire couplé à une analyse en spectrométrie de masse 
effectué au laboratoire, a pu mettre en évidence le changement de localisation de 
l’ensemble des protéines du complexe MCM lors de traitements avec l’étoposide, un 
inhibiteur de topoisomérase II qui induit des cassures doubles brins. Il s’est avéré que les 
protéines MCM passent d’une fraction soluble à une fraction fixé à la chromatine en 
présence de dommages à l’ADN. Ces résultats vont à l’encontre des caractéristiques 
connues du complexe MCM puisque lors d’induction de dommages à l’ADN, le complexe 
est stabilisé à la fourche de réplication et les protéines qui permettent son chargement sont 
inhibées (Hall et al., 2008). Pour caractériser cette réponse des MCM suite au traitement 
avec l’étoposide, une lignée cellulaire MCM2-GFP a été utilisée pour déterminer la 
modulation des interactions avant et après dommages à l’ADN. Des immunoprécipitations 
sur des cellules non-traitées ou traitées à l’étoposide ont été analysées en spectrométrie de 
masse et ont permis de démontrer une augmentation de l’interaction entre la protéine ASF1 
et MCM2. L’augmentation de l’interaction de MCM2 avec la chaperonne d’histone ASF1, 
impliqué dans la formation de nucléosome pour le brin nouvellement synthétisé en réponse 
aux dommages, indique que le complexe MCM pourrait jouer un rôle dans la réponse 
cellulaire aux dommages à l’ADN en coopération avec la protéine ASF1. Ce que je propose 
donc comme hypothèse est que les protéines MCM pourraient être impliquées dans la 
réponse aux dommages à l’ADN. Trois objectifs principaux ont été poursuivis pour 
répondre à cette hypothèse.   
 
1) Déterminer la nature de l’interaction de la protéine ASF1 avec MCM2. 
2) Analyser la modulation des interactions avant et après dommages à l’ADN du 
complexe MCM  
3) Identifier les modifications post-traductionnelles apportées au complexe lors de 





2. Matériel et méthode  
2.1 Lignées cellulaire stables et clonages  
 
Les séquences des protéines MCM et ASF1 ont été obtenues par amplification PCR 
d’ADNc obtenus par RT d’ARNs isolés de cellules U2OS.  Les RT ont été faites à partir 
d’un  pétris de 35mm et les ARNs ont été obtenus en suivant le protocole d’isolation au 
TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Pour l’obtention des 
ADNc, ceux-ci ont été obtenus en suivant le protocole de la  ProtoScript® II Reverse 
Transcriptase (New England Biolabs, Massachusetts, USA). La polymérase qui a été 
utilisée pour l’obtention de tous les ADNc est la iProof™ High-Fidelity (Bio-Rad 
Laboratories, Ontario, Canada). Les conditions d’amplification étaient une dénaturation 
initiale de 30 secondes à 98ºC, une dénaturation de 10 secondes à 98 ºC,  un appariement de 
15 secondes à 68ºC et une extension de 20 secondes par 1000 paires de bases. Ces trois 
dernières étapes étaient répétées 30 fois. Une extension finale était faite de 5 minutes à 
72ºC. Pour permettre l’utilisation de la technique de clonage utilisant des séquences 
recombinantes, toutes les protéines se sont faites rajouté en N et en C-terminale les 
séquences attB. Les ADNc ont été insérées dans le vecteur  pDONR221 en utilisant le 
protocole de la BP Clonase II (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Par 
la suite, les séquences sont transférées dans les différents vecteurs destinations (tableau 2) à 
l’aide du protocole de la LR Clonase II (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada). 
 
Tableau 2 : Vecteurs d’expression utilisés 
Plasmide  Étiquette Type d’organisme Fonction  
PgLap1 GFP Eucaryote  Lignée stable  
pdLAP1-BirA Myc et BirA Eucaryote Lignée stable 
pDEST15 GST Procaryote Expression  
pDEST17 6 Histidine Procaryote Expression 







2.2 Culture cellulaire  
 
Les cellules U2OS, qui proviennent d’un ostéosarcome humain (HBT-96, ATCC, 
Manassas, VA, USA), ont été cultivées dans du milieu d’Eagle modifié de Dulbecco 
(DMEM 1X, Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Celui-ci était 
complété avec 5% de sérum de veau fœtal (FBS) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) et avec 
100 U/ml de pénicilline et streptomycine (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada). Les lignés stables ont été obtenues suite à l’intégration du vecteur pgLAP1 ou 
pgLAP1-Bir (tableau 3) dans des cellules U2OS Flp-In. La sélection se fait avec la 
blasticidine (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) 5 μg/ml et 10 μg/ml d’hygromycine (Wisent, 
St-Bruno, QC, Canada) et l’induction des cellules se fait avec 2 μg/ml de doxycycline 
(Clontech, Californie, USA) pendant 48 heures. Les lignées cellulaires stables exprimant 
une protéine de fusion avec la biotine ligase sont incubées pendant 24 heures en présence 
de 50 mM biotine (Sigma-Aldrich Co, Oakville, ON, Canada) pour permettre la 
biotinylation.  
 
2.3 Purification de protéine GST et Histidine  
 
1 L de culture de E. coli (Bl-21 DE3, New England Biolabs, Massachusetts, USA) a été 
cultivé jusqu’à l’obtention d’une DO d’environ 1. La synthèse protéiques a été induite avec 
1 mM d’IPTG à 37°C pour 4 heures. Les bactéries ont été récoltées par centrifugation à 
4000 G pendant 20 minutes à 4 °C. Le culot a été resuspendu dans 50 ml de PBS 1X 
contenant du PMSF et des inhibiteurs de protéases (Complete EDTA-Free, Roche 
Molecular Biochemicals, Laval, QC, Canada) avant d’être soniqué 5 fois à 30% d’intensité. 
Par la suite, le Triton X-100 a été ajouté à une concentration finale de 1% et laissé sur glace 
pendant 30 minutes. L’extrait bactérien a été centrifugé à 15 000x G pendant 30 minutes à 
4 °C. 
 
2.3.1 Purification des protéines étiquetées à la GST 
 
 Les protéines ont été purifiées à l’aide de billes de gluthatione S sepharose (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK) qui ont été laissées 2 heures à 4°C sur rotateur. Les billes sont 
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lavées 3 fois au PBS 1X avant d’être éluées avec le tampon d’élution (50 mM Tris pH 8,0; 
10 mM glutathione réduite). Les élutions sont mélangées et dialysées dans du PBS 1X et 
10% glycérol à l’aide d’une membrane de dialyse pendant 24 heures à 4°C et entreposées à 
long terme à -80°C.  
 
2.3.2 Purification des protéines étiquetées avec une série d’histidine  
 
Les billes de Nickel (PureProteome Nickel Magnetic Beads, EMD Millipore Corporation, 
ON, Canada) sont lavées 3 fois dans du tampon d’équilibration (50 mM sodium phosphate 
buffer pH 8,0; 300 mM NaCl et 10 mM imidazole) avant d’être mises en contact avec le 
surnageant et laissées 2 heures à 4°C sur rotateur. Par la suite, les billes sont lavées 3 fois 
dans le tampon de lavage (50 mM sodium phosphate buffer pH 8,0; 300 mM NaCl et 15 
mM imidazole) avant d’être éluées avec un tampon d’élution (50 mM sodium phosphate 
buffer pH 8,0; 300 mM NaCl et 300 mM imidazole). Les élutions sont mélangées et 
dialysées dans du PBS 1X et 10% glycérol à l’aide d’une membrane de dialyse avec un 
seuil de coupure de 14 kDa (4RC dialysis Membrane Tubing, Spectrum Laboratory Inc. 
Houston, USA) pendant 24 heureus à 4°C et entreposées à long terme à  -80°C. 
 
2.4 Gel SDS et immunobuvardage  
 
Les échantillons sont resuspendues dans du tampon Laemli 5X (50% glycérol, 10% SDS, 
300 mM Tris pH 6.8, bromophenol bleue) avant d’être séparés sur gel SDS–polyacrylamide 
de 10 ou 12%. Les protéines sont par la suite transférées sur membrane de nitrocellulose 
(PerkinElmer, Massachusetts, USA) et la membrane est bloquée dans du TBS-T (10mM 
Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) avec 5% lait pendant 30 minutes. La 
streptavidine HRP nécessite un blocage dans une solution de PBS 1X, 0.4% triton X-100 et 
2.5% BSA. Les anticorps primaires sont dilués (voir Tableau 3) dans un tampon  (1% BSA, 
0.5% ovalbumin, 10 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl et 0.01% NaN3) et incubés à 4°C. 
L’anticorps contre HDAC2 est dilué dans une solution de TBS-T avec 5% lait. Les 
membranes sont lavées 3 fois dans du TBS-T avant d’être incubées pour 2 heures avec 
l’anticorps secondaire approprié (tableau 3) dilué dans un tampon (2% BSA, 1% lait, 10 
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mM Tris pH 7.4 et 150 mM NaCl). Les membranes sont lavées 3 fois avec le TBS-T avant 
d’être révélées avec du Clarity Western ECL (Bio-Rad Laboratories, Ontario, Canada). 
 
2.5 Immunobuvardage de type Far Western et Dot blot.   
 
Pour les Far Western, les protéines purifiées ont été migrées sur gel SDS-page 12% et 
transférées sur membrane de nitrocellulose. Celle-ci a par la suite été bloquée 30 minutes 
dans du tampon TBS-T contenant 5% lait. Pour les Dot blot, les protéines purifiées sont 
déposée goutte à goutte sur membrane de nitrocellulose directement. Celle-ci a été bloquée 
30 minutes dans du tampon TBS-T contenant 5% lait. Par la suite, les membranes ont été 
incubées avec la protéine ASF1-His dans du protein binding buffer (100 mM NaCl; 20 mM 
Tris pH 7,6; 0.5 mM EDTA; 10% glycérol, 0.1% Tween-20; 2% lait et 1 mM DTT) et 
révélées avec l’anticorps dirigé contre la série d’histidine 
 
2.6 Génération des mutants de MCM2 
 
Les mutants MCM2 1-162, MCM2 1-475,  MCM2 1-81 et MCM2 1-122 ont été générés à 
partir du plasmide MCM2-pDONr221 en introduisant un codon stop à la position désirée 
par PCR. Le mutant MCM2 476-904 a été obtenu à partir du plasmide MCM2-pDONR221 
en enlevant la partie N-terminale de la protéine par PCR. Finalement, le mutant MCM2 82-
162 a été obtenu à partir du plasmide MCM2 1-475-pDONR221 par PCR en enlevant la 
séquence correspondant à la partie terminale désirée de la protéine.  
 
Tableau 3 – Anticorps primaire et secondaire utilisés  
Anticorps primaires dilution compagnie référence 
GFP 1/3000 Santa Cruz Biotech Sc-8334 
GST 1/1000 Santa Cruz Biotech Sc-138 
Histidine  1/1000 Millipore 05-949 
Streptavidine 1/20000 Life Technologies 19534-050 
Myc/ Hybridome 1/50 ATCC CRL-1729 
H2A.X 1/1000 Santa Cruz Biotech Sc-101696 
HDAC2 1/6000 Abcam  Ab-7029-50 
Anticorps secondaires dilution compagnie référence 
Souris 1/10000 Santa Cruz Biotech Sc-2005 
Lapin 1/10000 Santa Cruz Biotech Sc-2004 
Lapin Alexa Fluor 546 1/500 Invitrogen A11010 




    2.7 Dommage au laser  
 
Les cellules sont cultivées sur des lames possédant des chambres d’incubation, jusqu’à 
confluence d’environ 80% en présence de 1 mM de BrDu pour au moins 16 heures. Le 
milieu de culture est remplacé par du milieu DMEM sans phénol rouge (Invitrogen Life 
Technologies, Burlington, ON, Canada). Les dommages sont faits à l’aide du microscope 
LCM-MMI avec l’ajustement du laser  à une vitesse de 75%, un focus de 50% et une 
intensité variant de 60%. Les cellules sont replacées dans un incubateur pour 1 heures et 




Les cellules U2OS sont cultivées sur une lamelle avant d’être fixées avec 1% 
paraformaldehyde dans du PBS 1X pour 10 minutes. Les cellules sont perméabilisées avec 
du PBS 1X contenant 0.5% Triton X-100  pour 10 minutes, puis les protéines sont 
marquées avec des anticorps (tableau 3) dilués 1/500 dans du PBS 1X. Après des lavages 
au PBS contenant  0.1% Triton X-100 et du PBS 1X, les cellules ont ensuite été marquées 
avec un anticorps secondaire couplé à l'Alexa 546 ou à l'Alexa 488 (tableau 3). Après les 
lavages au PBS contenant 0.1% Triton X-100, les noyaux des cellules ont été colorés au 
DAPI 5 ug/ul (Sigma-Aldrich Co, Oakville, ON, Canada) et les cellules ont été lavées au 
PBS. Les lamelles ont ensuite été montées sur les lames avec le liquide de montage et 
visualisées au microscope.  
 
2.9 Culture cellulaire par SILAC (Stable isotoping labeling amino acid 
in cell cultures)  
 
Les cellules U20S-FLP-In contrôle ont été cultivées dans du DMEM sans arginine et lysine 
contenant 5% de FBS dialysé avec un seuil de coupure de 10 kDa (Life Technologies Inc., 
Burlington, ON, Canada). L’arginine et la lysine ont été ajoutées au milieu comme isotopes 
légers (Arg0, Lys0; Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON, Canada). Les cellules U2OS 
exprimant les diverses constructions des MCM ont été cultivées dans le même DMEM sans 
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arginine et lysine contenant 5% du FBS dialysé mais soit avec des isotopes de l’arginine et 
la lysine dit moyens (Arg6, Lys4; Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA), 
soit avec des isotopes lourds (Arg10, Lys8; Cambridge Isotope Laboratories, Andover, 
MA, USA). La concentration finale de l’arginine est de 28 pg/ml et de 49 pg/ml pour la 
lysine. Afin de s’assurer d’une incorporation maximale des différents isotopes de la lysine 
et de l’arginine, les cellules sont cultivées pour un minimum de 6 passages dans les 
différents milieux avant de les utiliser. 
 
2.10 Précipitation par GFP et par Streptavidine 
 
Méthode GFP : Chaque boîte de pétris est lavée 2 fois aux PBS 1X et les cellules sont 
lysées avec du tampon High-salt (1% NP-40, 50 mM Tris pH 7.5, 300 mM NaCl, 150 mM 
KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM NaF, 10% glycérol). Les extraits sont laissés sur 
glace pendant 10 minutes avant d’être soniqués 3 fois 15 secondes à 20% d’intensité avec 
un sonicateur (Model 120 Sonic Dismembrator, Thermo Fisher Scientific Inc, Burlington, 
ON, Canada). Par la suite, les échantillons sont centrifugés 10 minutes à 4000 G. Les billes 
GFP (GFP-Trap-A, ChromoTek GmbH, NY, USA) sont lavées deux fois au tampon High-
salt et mis en contact avec les extraits. Les billes sont laissées 2 heures sur rotateur à 4°C 
avant d’être centrifugées à 2000 G pendant 2 minutes et lavé 2 fois au tampon High-salt et 
une fois au PBS 1X.  
 
Méthode BirA : Chaque boîte de pétris est lavée 5 fois aux PBS 1X et les cellules sont 
lysées avec du tampon High-salt (1% NP-40, 50 mM Tris pH 7.5, 300 mM NaCl, 150 mM 
KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM NaF, 10% glycérol). Les extraits sont laissés sur 
glace pendant 10 minutes avant d’être soniqués 3 fois 15 secondes à 20% d’intensité avec 
un sonicateur (Model 120 Sonic Dismembrator, Thermo Fisher Scientific Inc, Burlington, 
ON, Canada). Par la suite, les échantillons sont centrifugés 10 minutes à 4000 G. Les billes 
de Streptavidin High Performance (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)   sont lavées 
deux fois au tampon High-salt et mis en contact avec les extraits. Les billes sont laissées 2 
heures sur rotateur à 4°C avant d’être centrifugées à 2000x G pendant 2 minutes et lavé 2 





2.11 Digestions des immunoprécipités et analyse par spectrométrie de 
masse  
 
2.11.1 Digestion sur gel des protéines étiquetées à la GFP 
 
Les protéines immunoprécipitées sont réduites dans 10 mM DTT, chauffées à  95°C et 
alkylées dans 50 mM d’iodocétamide avant d’être séparées sur un gel SDS-PAGE 
(NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel, Novex, Thermo Fisher Scientific Inc, Burlington, ON, 
Canada). Le gel est coloré au SimplyBlue SafeStain (Invitrogen Life Technologies, 
Burlington, ON, Canada) pour visualiser les protéines. La ligne est découpée en huit bandes 
placées dans des tubes LoBind (Protein LoBind Tube 1,5 ml, Eppendorf, Mississauga, ON, 
Canada). Chaque bande est sujette à une digestion avec la trypsine (Trypsin Gold, Mass 
Spectrometry Grade, Promega Corporation, Winconsin, USA) diluée dans 20 mM 
NH4HCO à 30°C. L’extraction des peptides se fait par l’ajout de CH3CN pour 30 minutes à 
30°C et le surnageant est transféré dans un nouveau tube Lobind. Les bandes sont 
réhydratées dans  un volume d’acide formique 1 % et incubées pendant 20 minutes. Le 
surnageant est transféré dans les nouveaux tubes et l’étape est répétée une autre fois. Les 
morceaux de gel son déshydratés dans du CH3CN et les peptides lyophilisés, sont 
resuspendus dans 0.1% acide trifluoroacétique (TFA). Le protocole de Zip tip® (Zip tip® 
Pipette Tips, EMD Millipore Corporation, ON, Canada) est utilisé pour enlever toutes 
traces de détergents et de sel dans les échantillons.  
 
2.11.2 Digestion sur billes pour les protéines étiquetées avec BirA  
 
Les protéines précipités sont lavées 5 fois avec du NH4HCO 20 mM avant d’être réduites 
dans 20 mM DTT à 60°C pour 30 minutes et alkylées avec 15 mM iodoacétamide. La 
concentration de DTT est augmentée à 15 mM avant d’ajouter la trypsine sur les billes pour 
la digestion. La digestion est arrêtée en acidifiant la solution avec 1% d’acide formique et le 
surnageant est transféré dans un nouveau tube LoBind. Les billes sont resuspendues dans 
60% CH3CN/ 0.1% acide formique. Le surnageant est transféré dans le même tube que 
celui de l’étape précédente. Les peptides lyophilisés au Speedvac sont resuspendus dans 
0.1% TFA. Le protocole de Zip tip® (Zip tip® Pipette Tips, EMD Millipore Corporation, 
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ON, Canada) est utilisé pour enlever toutes traces de détergent et de sel dans les 
échantillons. Les échantillons sont par la suite utilisés pour la chromatographie liquide 




Les peptides digérés ont été séparés par le système Dionex Ultimate 3000 nanoHPLC. 10 l 
d’échantillon (environ 2 g de peptides) dans 1% (vol/vol) d’acide formique est injecté 
avec un flux de 4 l/min sur une colonne Acclaim PepMap100 C18 (0.3 mm id x 5 mm, 
Dionex Corporation, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Après l’enrichissement, les 
peptides ont été élués sur une colonne PepMap C18 (75 m x 50 cm, Dionex Corporation 
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) avec un gradient linéaire de 5-35% de solvant B 
(90% acétonitrile avec 0.1% acide formique) pendant 240 minutes avec un flux de 200 
nl/min. Le système de HPLC est associé à un spectromètre de masse  OrbiTrap QExactive 
(Thermo Fisher Scientific Inc, Burlington, ON, Canada) via une source  EasySpray. Le 
voltage du vaporisateur a été ajusté à 2.0 kV et la température de la colonne a été ajustée à 
40°C. L’acquisition des spectres en mode de balayage complet (m/z 350-1600) a été 
enregistrée par l’Orbitrap avec une résolution de 70 000, après l'accumulation de 1.000.000 
ions. Les dix ions peptidiques les plus intenses de l’analyse précédente de l’Orbitrap ont été 
fragmentés par dissociation induite par collision (l’énergie de collision normalisée à 35% et 
la résolution de 17,500) après l’accumulation de 50, 000 ions. Le temps de remplissage 
était de 250 ms pour l’analyse complète et 60 ms pour l’analyse du MS/MS. L’ion 
précurseur de dépistage de l'état de charge a été activé et tous les états de charge non 
affectées ainsi que séparément, 7 et 8 espèces chargées, ont été rejetées. La liste 
d’exclusion dynamique a été restreinte à un maximum de 500 entrées avec un maximum de 
temps de rétention de 40 secondes et une possibilité de masse relative de 10 ppm. L’option 
de verrouillage des masses a été activée pour l’analyse afin d’améliorer la précision de la 








2.13 Quantification et analyse bio-informatique  
 
Les données  ont été transformées recherchées et quantifiées  avec le logiciel MaxQuant 
version 1.4.1.2 avec l’utilisation de la banque de données Human Uniprot (16/07/2013, 
88,354 entrées). Les paramètres d’analyse dans MaxQuant comprenait: deux mauvaises 
coupures acceptées, la carboamidométhylaion des cystéines comme modification non 
variable, la digestion avec la trypsine (K/R avant P), l’oxydation des méthionines et 
l’acétylation des protéines en N-terminale comme modifications variables, une tolérance de 
masse de 7 ppm pour l’ion précurseur et une tolérance de 20 ppm pour les fragments 
d’ions.  L’option de requantification (re-quantify) as été sélectionnée pour calculer le ratio 
isotopique lorsque les paires d’isotopes n’avaient pas été identifiées, ce qui est souvent 
observé dans des expériences d’immunoprécipitations à cause de l’absence de la protéine 
d’intérêt dans le contrôle.. Pour obtenir une identification fiable, toutes les protéines ont été 
acceptées sur le critère que le nombre de protéines identifiées dans la base de données est 
100 fois plus grand par rapport au nombre de protéines identifiées dans une base de 
données dont les séquences ont été inversées, conduisant ainsi à un taux de fausse 
découverte de moins de 1 %.  Un minimum de deux peptides a été quantifiés pour chaque 
protéine. Les peptides provenant de différents isoformes et les protéines qui ne peuvent pas 
être distingués sur la base des peptides identifiés sont regroupés et affichés sur une seule 
ligne avec plusieurs numéros d'accession. 
 
2.14 Extraction et enrichissement de la chromatine  
 
 Chaque boîte de pétris est lavée deux fois au PBS 1X. Par la suite, les cellules sont mise en 
suspensions dans le tampon A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.34 
M sucrose, 10% glycérol et 1 mM DTT) et du Triton X-100 est ajouté pour obtenir une 
concentration finale de 0.1%. Les cellules sont incubées huit minutes sur glace et 
centrifugées à 1,300 G pour cinq minutes. Le surnageant qui contient la fraction 
cytoplasmique a été conservé et le culot contenant les noyaux est remis en suspension dans 
du tampon B (3 mM EDTA, 0.2 mM EGTA et 1 mM DTT) et incubé sur glace pendant 30 
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minutes. Les extraits nucléaires ont été centrifugés pendant 5 minutes à 1,700 G. Le 
surnageant qui contient la fraction soluble du noyau a été conservé et le culot contenant la 
chromatine est conservé sur glace. Les différentes fractions cellulaires sont mélangé avec tu 






























3. Résultats  
 
Nos précédents résultats précédents travaux ont prouvé une augmentation de la fixation à la 
chromatine des protéines MCM suite à l’induction de cassures double brin. Ceci va à 
l’encontre du fait que ce complexe protéique ne peut pas être chargé sur la chromatine en 
absence des facteur Cdt1 et Cdc6, qui sont dégradés ou inhibés lors de dommages à l’ADN 
(Hall et al., 2008). Afin de déterminer le rôle potentiel  du complexe MCM dans les 
mécanismes de réparation, nous avons effectué une étude en spectrométrie de masse pour 
identifier l’interactome de la protéine MCM2 avant et après dommage à l’ADN. Il s’est 
avéré que la protéine ASF1 augmentait son interaction de manière significative avec la 
sous-unité MCM2 suite au traitement à l’étoposide. La protéine ASF1 joue un rôle de 
chaperonne d’histones lors de la réplication de l’ADN et est impliquée dans la reformation 
des nucléosomes après la réparation des dommages. L’hypothèse émise suite à l’obtention 
de ces résultats, est que les protéines MCM seraient impliquées dans les mécanismes de 
réparation de l’ADN et que l'interaction des protéines MCM avec ASF1 serait nécessaire à 
leur action.  
 
3.1 La protéine ASF1 lie directement la protéine MCM2 in vitro et in 
vivo  
3.1.1 ASF1 interagit avec les acides aminés 1 à 162 de la protéine MCM2. 
 
L’analyse de spectrométrie de masse des protéines associées à la protéine MCM2 a permis 
d’observer une augmentation de l’association avec la protéine ASF1 en réponse aux 
dommages à l’ADN. Cependant, cette analyse ne permet pas de déterminer si l’interaction 
est directe ou si celle-ci  passe par un autre intermédiaire protéique. Pour déterminer la 
nature de l’association entre les deux protéines, des essais d’interaction in vitro ont été 
effectués. Pour réaliser ces essais, les ADNc correspondant aux protéines MCM2 et ASF1 
ont été clonés dans un vecteur permettant leur expression dans des bactéries avec une 
étiquette GST pour  MCM2 et une étiquette de 6 histidines pour  ASF1. Par la suite, les 
protéines ont été purifiées et leur pureté a été vérifiée sur gel SDS, tel que le montre la 
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lors de l’analyse. Des cellules U2OS exprimant soit la protéine MCM2-GFP soit le mutant 
MCM2 1-162-GFP ont été cultivées dans le milieu moyen. Des immunoprécipitations de 
protéines étiquetées à la GFP ont été effectués et analysées en spectrométrie de masse. 
Dans l’immunoprécipitation de la protéine MCM2-GFP, il y a la présence de la protéine 
ASF1 avec un total de 3 peptides, des protéines du complexe MCM, toutes sous-unités 
confondues, avec 22 peptides et des histones H3 et H4 avec 18 peptides (tableau 4A). 
L’analyse des interactions avec le mutant MCM2 1-162-GFP, révèle 2 peptides pour la 
protéine ASF1, 11 peptides pour les histones H3 et H4 et finalement 10 peptides pour les 








Tableau 4 – Nombre de peptides retrouvés pour les protéines MCM2-GFP et MCM2-
1-162-GFP en immunoproécipitation et analyse de spectrométrie de masse. À gauche 
le tableau regroupe le nombre de peptides correspondant à des protéines interagissant avec 
la protéine MCM2 de type sauvage notamment la protéine ASF1, les protéines du 
complexe MCM et les histones H3/H4. À droite le second tableau présente le nombre de 
peptides correspondant à des protéines interagissant la protéine MCM2-1-1621-GFP, pour 
les protéines ASF1, les histones H3 et H4 et les protéines du complexe MCM.  
 
3.1.3  Absence de co-localisation des protéines du complexe MCM et des cassures 
doubles brins.  
 
Afin de déterminer si les protéines MCM ainsi que la protéine ASF1 co-localisaient aux 
sites de dommages à l’ADN, des dommages induits par un traitement au laser sur des 
cellules U20S ont été appliqués.  La co-localisation des protéines aux foyers de réparation 
de l’ADN a été déterminée par la phosphorylation de la sérine 139 sur l’histone H2A.x, un 
marqueur des cassures doubles brins. L’approche par dommages induits au laser permet de 
créer des focis de réparation dans un endroit très précis au niveau du noyau de la cellule. 
Cette technique a été privilégiée pour cette raison, puisque les protéines MCM et ASF1 
sont distribuées en grande quantité sur l’ADN. Il est très difficile avec les méthodes 
Protéines Peptides  
ASF1 3 
MCM 22 
Histones  18 
Protéines Peptides  
ASF1 2 
MCM 10 
Histones  11 
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3.2  Changement de partenaires d’interaction du complexe MCM avant 
et après dommage à l’ADN.  
 
3.2.1 Validation de la fonctionnalité des lignées MCM-GFP et MCM-BirA   
 
Dans les études préliminaires, seule la modulation des interactions après dommages de la 
protéine MCM2 a été étudiée par spectrométrie de masse. Afin de mieux comprendre le 
rôle potentiel du complexe dans les mécanismes de réparation de l’ADN, les différences 
d’interactions de toutes les protéines du complexe MCM ont été étudiées suite à l’induction 
de cassures doubles brins. Pour ce faire, une approche par immunoprécipitation des 
protéines MCM avant et après dommages à l’ADN, suivi d’une analyse par spectrométrie 
de masse couplé à la méthode quantitative SILAC a été effectuée. Les cellules utilisées 
pour la génération de lignées stables sont des cellules d’ostéosarcome humain U2OS. Les 
lignées U2OS stables exprimant les différents membres du complexe MCM ont été 
obtenues grâce au système Flp-In (Invitrogen). Ce système permet l’incorporation d’une 
séquence dans une région connue du génome de la cellule, ce qui évite toutes altérations 
des protéines endogènes. De plus, ce système possède la caractéristique d’exprimer les 
protéines dans des concentrations physiologiques sous le contrôle d’un promoteur 
inductible à la doxycycline.  
 
Dans un premier temps, le gène encodant GFP a été fusionnée avec chacun des ADNc 
encidant des sous-unités du complexe MCM, ce qui a permis d’effectuer une 
immunoprécipitation GFP. Puisque les protéines du complexe MCM sont fixées à la 
chromatine, il est difficile de solubiliser efficacement toutes les protéines de fusion MCM 
sans augmenter la stringence de la lyse, ce qui amène à perdre certains des partenaires 
d’interaction du complexe. Pour remédier à ce problème, des lignées cellulaires exprimant 
les protéines de fusion MCM-biotine ligase (MCM-BirA) ont été générées. Le principe de 
cette approche est de fusionner les protéines d’intérêts avec une biotine ligase qui, suite à 
l’ajout de biotine dans le milieu de culture, va ajouter un groupement biotine à toutes les 
protéines qui interagissent avec elle ou qui se retrouvent à proximité. Ainsi, on peut lyser 
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PpWKRGHTXDQWLWDWLYH6,/$&DpWpXWLOLVpHFHTXLDSHUPLVG¶HIIHFWXHUO¶DQDO\VHGHWRXVOHV
SDUWHQDLUHV G¶LQWHUDFWLRQ GHV VRXVXQLWpV GX FRPSOH[H 0&0 /D ILJXUH  SUpVHQWH OHV
FRQGLWLRQV XWLOLVpHV SRXU OHV H[SpULHQFHV DYHF ODPpWKRGH*)3 HW DYHF ODPpWKRGH%LU$
3RXU OHV GHX[ H[SpULHQFHV GHV FHOOXOHV826QRUPDOHV RQW pWp FXOWLYpHV GDQV XQPLOLHX













/D SUHPLqUH pWDSH ORUV GH O¶REWHQWLRQ GHV GRQQpHV GH VSHFWURPpWULH GH PDVVH D pWp GH
GpWHUPLQHU VL O¶HQULFKLVVHPHQW GX FRPSOH[H 0&0 SUpVHQWDLW GHV YDULDWLRQV ORUV GH
O¶LQGXFWLRQ GH GRPPDJHV j O¶$'1 3XLVTXH OH EXW GH O¶H[SpULHQFH HVW GH GpWHUPLQHU OD
PRGXODWLRQGHV LQWHUDFWLRQVGXFRPSOH[H0&0LOpWDLW LPSRUWDQWGHV¶DVVXUHUTX¶LOQ¶\D
SDVGHGLPLQXWLRQRXG¶HQULFKLVVHPHQWGXFRPSOH[HGDQV O¶XQHRX O¶DXWUHGHV FRQGLWLRQV
pWXGLpHV 3RXU FH IDLUH  O¶HQULFKLVVHPHQW GH FKDFXQH GHV SURWpLQHV0&0GDQV OHPLOLHX
PR\HQHWOHPLOLHXORXUGDpWpFRPSDUp/HUDWLRG¶HQULFKLVVHPHQWGXPLOLHXPR\HQRXGX
PLOLHX ORXUG LQGLTXH OH QRPEUH GH IRLV TXH OD SURWpLQH D pWp HQULFKLH GDQV O¶XQH GHV
FRQGLWLRQV HQ IRQFWLRQ GH OD TXDQWLWp SUpVHQWH GDQV OH PLOLHX OpJHU TXL HVW OH FRQWU{OH
QpJDWLI$LQVLXQUDWLRGHFLQTGDQVOHPLOLHXPR\HQLQGLTXHTXHODFRQFHQWUDWLRQHVWFLQT
IRLVSOXVpOHYpHGDQVFHPLOLHXTXHGDQVOHPLOLHXOpJHU3RXUFRQVLGpUHUTX¶LOQ¶\DSDVHX
G¶HQULFKLVVHPHQWGDQV O¶XQHRX O¶DXWUHGHVFRQGLWLRQV OH UDWLR ORXUGPR\HQGRLW VH VLWXpH
DX[ DOHQWRXUV GX FKLIIUH XQ /HV JUDSKLTXHV G¶HQULFKLVVHPHQW SRXU OHV
LPPXQRSUpFLSLWDWLRQV HIIHFWXpHV DYHF O¶DSSURFKH HQ *)3 SUpVHQWpV j OD ILJXUH $
PRQWUHQWTXH OHV UDWLRV ORXUGPR\HQSRXU WRXWHV OHV VRXVXQLWpVGXFRPSOH[H0&0GDQV





DYHF OD ELRWLQH OLJDVH SUpVHQWpV j OD ILJXUH % RQ REVHUYH TXH O¶HQVHPEOH GHV UDWLRV
ORXUGPR\HQVH VLWXHDXVVLDX[HQYLURQVGH ODYDOHXU'HPDQLqUH LQWpUHVVDQWHRQSHXW
YRLU TX¶DYHF FHWWH DSSURFKH WRXWHV OHV VRXVXQLWpV GX FRPSOH[H 0&0 RQW SX rWUH












)LJXUH  (QULFKLVVHPHQW GHV SURWpLQHV 0&0 DYHF OHV GLIIpUHQWHV PpWKRGHV GH
SXULILFDWLRQ7RXVOHVUDWLRVG¶HQULFKLVVHPHQWRQWpWpREWHQXVHQHIIHFWXDQWXQHPR\HQQH




FRPSOH[H 0&0 DYHF OD PHWKRGH %LU$ /D EDUUH EOHXH UHSUpVHQWH O¶HQULFKLVVHPHQW GHV
SURWpLQHVGDQVODFRQGLWLRQVDQVWUDLWHPHQWHWODEDUUHURXJHLQGLTXHO¶HQULFKLVVHPHQWVXLWH
DX[ WUDLWHPHQWV/DEDUUH MDXQH LQGLTXH OH UDWLRQRQWUDLWpWUDLWpSRXU OHVGLIIpUHQWHV VRXV
XLWpV0&0

/¶HQULFKLVVHPHQW GHV SURWpLQHV UHWURXYpHV GDQV OHV LPPXQRSUpFLSLWDWLRQV GDQV OH PLOLHX
PR\HQ VDQV WUDLWHPHQW HQ IRQFWLRQ GH OHXU HQULFKLVVHPHQW GDQV OH PLOLHX ORXUG DYHF
WUDLWHPHQW RQW pWp DQDO\VpV /D ILJXUH $ PRQWUH OHV JUDSKLTXHV SRXU OHV
LPPXQRSUpFLSLWDWLRQV GHV SURWpLQHV IXVLRQQpHV j *)3 HW OD ILJXUH %  SUpVHQWH OHV
JUDSKLTXHV SRXU OHV SXULILFDWLRQV SDU OD VWUHSWDYLGLQH GHV SURWpLQHV ELRWLQ\OpHV GDQV OHV
FHOOXOHV 0&0%LU$ 2Q SHXW UHPDUTXHU OD SUpVHQFH G¶XQH SOXV JUDQGH TXDQWLWp GH
SURWpLQHV GDQV OHV SXULILFDWLRQV DYHF OD PpWKRGH %LU$ FRPSDUDWLYHPHQW DX[
LPPXQRSUpFLSLWDWLRQV HIIHFWXpHV DYHF OHVSURWpLQHV0&0IXVLRQQpHV j*)33RXUFHTXL
HVWGHVSURWpLQHV0&0ORUVTX¶RQDQDO\VHO¶HQULFKLVVHPHQWGDQVOHVOLJQpHVFHOOXODLUHVR
OHVSURWpLQHV0&0RQWpWpSXULILpHVRQUHWURXYHXQHSOXVIRUWHFRQFHQWUDWLRQGHFHV
TXDWUHV SURWpLQHV HW XQ SOXV IDLEOH HQULFKLVVHPHQW GHV SURWpLQHV 0&0 HW 0&0 $X








O¶$'1 DYHF O¶pWRSRVLGH GDQV OHV OLJQpHV0&0*)3 HW GDQV OHV OLJQpHV0&0%LU$
7RXV OHV UDWLRV G¶HQULFKLVVHPHQW GH FKDTXH SURWpLQH RQW pWp REWHQXV HQ HIIHFWXDQW OD
PR\HQQHGHGHX[H[SpULHQFHVGLVWLQFWHV/HVFHUFOHVURXJHVUHSUpVHQWHQW O¶HQULFKLVVHPHQW











XQLWpV GX FRPSOH[H0&0 HQ UpSRQVH DX[ GRPPDJHV j O¶$'1 RQW pWp DQDO\VpHV HW OHV
SURWpLQHV TXL SRXYDLHQW SHUPHWWUH G¶pOXFLGHU OH U{OH GHV SURWpLQHV0&0 HQ UpSRQVH DX[
GRPPDJHVjO¶$'1RQWpWpLGHQWLILpHV3RXUFRQVLGpUHUXQHDXJPHQWDWLRQHQUpSRQVHDX[
WUDLWHPHQWV j O¶pWRSRVLGH OHVSURWpLQHVGHYDLHQW SUpVHQWHUXQ UDWLR ORXUGPR\HQ VXSpULHXU
RXpJDOHqjGHX[GRQFXQHDXJPHQWDWLRQGHGHX[IRLVGHODTXDQWLWpGHSURWpLQHVUHWURXYpHV
DYHF OH FRPSOH[H 0&0 HQ UpSRQVH DX[ GRPPDJHV j O¶$'1 /HV WDEOHDX[ $ HW %
SUpVHQWHQWOHVSURWpLQHVTXLDXJPHQWHQWOHXUVLQWHUDFWLRQVDYHFOHVSURWpLQHV0&0VXLWHj
O¶LQGXFWLRQ GH FDVVXUHV GRXEOHV EULQV GH O¶$'1&HV SURWpLQHV RQW pWp VpSDUpHV GDQV OHV
WDEOHDX[HQIRQFWLRQGH ODVRXVXQLWpVGXFRPSOH[H0&0DYHF ODTXHOOHHOOHV V¶DVVRFLHQW
&RPPHRQSHXWOHFRQVWDWHUOHVSURWpLQHVTX¶RQUHWURXYHVRQWLPSOLTXpHVGDQVGHX[JUDQG
SURFHVVXV FHOOXODLUHV VRLW OH UHPRGHODJH GH OD FKURPDWLQH RX GDQV O¶XELTXLWLQDWLRQ
&HUWDLQHVSURWpLQHVRQWpWpLGHQWLILpHVDYHFXQHVHXOHGHVGHX[PpWKRGHV&¶HVWOHFDVHQWUH
DXWUHGHVSURWpLQHV0$*('353)&%;&%;$$7)12&/DLQVLTXHFHUWDLQHV
KLVWRQHV TXL RQW pWp UHWURXYpHV VHXOHPHQW GDQV OD PpWKRGH *)3 /HV SURWpLQHV &%;
''%75,0/&+'%5,3863HWGHVKLVWRQHVRQWpWpLGHQWLILpHVVHXOHPHQWGDQV






































7DEOHDX  ± /LVWHV GHV SURWpLQHV TXL DXJPHQWHQW OHXUV LQWHUDFWLRQV DYHF O¶XQH RX
O¶DXWUHV GHV VRXVXQLWpV GX FRPSOH[H 0&0 HQ UpSRQVH DX[ GRPPDJHV j O¶$'1
$3URWpLQHVTXLDXJPHQWHQWOHXUVLQWHUDFWLRQVDYHFOHFRPSOH[H0&0HWLGHQWLILpHVjO¶DLGH
GH O¶DSSURFKHDYHF OD*)3%3URWpLQHV LGHQWLILpHVDYHF OD WHFKQLTXHGHELRWLQH OLJDVH HW







O¶$'1 O¶pWXGH GHV PRGLILFDWLRQV SRVWWUDGXFWLRQQHOOHV WHOOHV TXH OD SKRVSKRU\ODWLRQ HW






LPPXQRSUpFLSLWDWLRQV GHV SURWpLQHV 0&0 RQW pWp UpDQDO\VpV HQ FRQVLGpUDQW OHV
SKRVSKRU\ODWLRQV SUpVHQWHV VXU OHV VpULQHV OHV WKUpRQLQHV HW OHV W\URVLQHV  VLWHV GH
SKRVSKRU\ODWLRQRQWpWpLGHQWLILpVVXUOHVGLIIpUHQWHVVRXVXQLWpVGXFRPSOH[H0&0ILJXUH
6XUO¶HQVHPEOHGHFHVVLWHVFLQTSRVVpGDLHQWXQSDWURQGHSKRVSKRU\ODWLRQUHFRQQXSDU
ODNLQDVH''.TXLHVW UHVSRQVDEOHGH O¶DFWLYDWLRQGXFRPSOH[H0&0ORUVGH O¶HQWUpHHQ



































GDQV O¶DFWLYDWLRQ GH O¶DFWLYLWp KpOLFDVH GX FRPSOH[H0&0 ORUV GH OD SKDVH 6 /D VpULQH
SKRVSKRU\OpHVWHQURXJH&6LWHVGRQWODSKRVSKRU\ODWLRQDXJPHQWHVXLWHDX[WUDLWHPHQWVj
O¶pWRSRVLGH HW TXL SUpVHQWHQWXQH VpTXHQFH UHFRQQXHSDU OHVNLQDVHV$70$75HW'1$
3.

/D SKRVSKRU\ODWLRQ GH OD SURWpLQH 0&0 VXU OD VpULQH  HVW OD FLEOH GHV NLQDVHV













JHO 6'6 HW OD UpYpODWLRQ GH OD SURWpLQH GH IXVLRQ *)3 D SX GpWHUPLQHU OD TXDQWLWp GH
SURWpLQHV DWWDFKpHV j O¶$'1 HW VRQ DXJPHQWDWLRQ HQ UpSRQVH j GHV WUDLWHPHQWV DYHF
O¶pWRSRVLGH /D ILJXUH PRQWUH OHV IUDFWLRQV FKURPDWLQLHQQH GHV FHOOXOHV QRQWUDLWpHV HW
GHVFHOOXOHVWUDLWpHVjO¶pWRSRVLGHSRXUODSURWpLQH0&0HWOHVPXWDQWVDYHFXQHDODQLQH
RXXQDFLGHJOXWDPLTXH(QUpSRQVHDX[GRPPDJHVjO¶$'1ODSURWpLQH0&0DXJPHQWH
VD IL[DWLRQ j OD FKURPDWLQH DORUV TXH OHV QLYHDX[ GX PXWDQW DODQLQH VHPEOHQW UHVWHU
LGHQWLTXH$LQVLO¶DEROLWLRQGHODSKRVSKRU\ODWLRQGHODVpULQHHPSrFKHOHUHFUXWHPHQW
GH OD SURWpLQH  0&0 j O¶$'1 HQ UpSRQVH j O¶pWRSRVLGH 'H PDQLqUH LQWpUHVVDQWH OH
















)LJXUH  3HUWH GH O¶DXJPHQWDWLRQ GH OD IL[DWLRQ GH OD SURWpLQH 0&0 SRXU OHV
PXWDQWV DODQLQH HW DFLGH JOXWDPLTXH GH OD VpULQH  'HV H[WUDLWV SURWpLTXHV











/D VHFRQGH PRGLILFDWLRQ SRVWWUDGXFWLRQQHOOH pWXGLpH  HVW O¶XELTXLWLQDWLRQ GHV SURWpLQHV
0&0 3RXU LGHQWLILHU FHV PRGLILFDWLRQV OHV ILFKLHUV GH VSHFWURPpWULH GH PDVVH VRQW
DQDO\VpVHQFKHUFKDQWGHVPRGLILFDWLRQV*O\*O\ODLVVpHVVXUOHVO\VLQHVVXLWHjODGLJHVWLRQ
j OD WU\SVLQH TXL WpPRLJQH GH OD SUpVHQFH G¶XQH XELTXLWLQH VXU OD SURWpLQH $YHF FHWWH
DSSURFKHVLWHVG¶XELTXLWLQDWLRQRQWpWpLGHQWLILpVVRLWVLWHVSRXUODSURWpLQH0&0
VLWHV SRXU OD SURWpLQH0&0  VLWHV SRXU OD SURWpLQH0&0HW XQ VLWH SRXU OD SURWpLQH
0&0 ILJXUH  /RUV GH WUDLWHPHQWV j O¶pWRSRVLGH RQ UHPDUTXH TXH OHV UDWLRV
G¶XELTXLWLQDWLRQVVRQWDXJPHQWpVVXUODPDMRULWpGHVVLWHV&HSHQGDQW ODO\VLQHVXUOD
SURWpLQH 0&0 OD O\VLQH  VXU 0&0 HW OD O\VLQH  GH OD SURWpLQH 0&0
DXJPHQWHQWGHIDoRQSOXVPDUTXp

)LJXUH  6LWHV G¶XELTXLWLQDWLRQ LGHQWLILpV SDU VSHFWURPpWULH GH PDVVH $ 6LWHV




3RXU GpWHUPLQHU VL XQ FRPSOH[H G¶XELTXLWLQH OLJDVH HQ SDUWLFXOLHU HVW DVVRFLp j
O¶XELTXLWLQDWLRQ GX FRPSOH[H0&0 OHV ILFKLHUV G¶DQDO\VH GHV LPPXQRSUpFLSLWDWLRQV RQW
SHUPLVG¶LGHQWLILHUXQFRPSOH[HTXL pWDLW VRXYHQWSUpVHQW (Q HIIHW DYHF WRXWHV OHV VRXV
XQLWpVGXFRPSOH[H0&0ODSURWpLQH''%HWTXHOTXHVIRLV ODSURWpLQH&XODEpWDLHQW
SUpVHQWHV &HV SURWpLQHV IRQW SDUWLH G¶XQ FRPSOH[H TXL SRVVqGH XQH DFWLYLWp XELTXLWLQH
OLJDVH$ILQGHFRQILUPHUO¶DVVRFLDWLRQHQWUHOHVSURWpLQHV0&0HWODSURWpLQH''%GHV
H[WUDLWVSURWpLTXHVGHVOLJQpHVFHOOXODLUHVH[SULPDQWGLIIpUHQWHVSURWpLQHV0&0FRXSOpHVj
*)3 RQW pWp LPPXQRSUpFLSLWpV j O¶DLGH GH O¶DQWLFRUSV*)3 HW O¶LQWHUDFWLRQ D pWp UpYpOpH
DYHF XQ DQWLFRUSV GLULJp FRQWUH OD SURWpLQH''%8QH DVVRFLDWLRQ GH OD SURWpLQH''%
DYHF OHV SURWpLQHV0&0 HW0&0 D pWp GpWHFWpH ILJXUH $'HV OLJQpHV FHOOXODLUHV







SURWpLTXHV GH OLJQpHV H[SULPDQW 0&0 j 0&0*)3 $ RX ''%*)3 % RQW pWp
LPPXQRSUpFLSLWpHV DYHF GHV ELOOHV *67 /HV SURWpLQHV ''% $ HW 0&0 0&0













    4. Discussion  
 
Les protéines MCM jouent un rôle d’hélicase lors de la réplication de l’ADN et sont une 
cible potentielle lors de la réponse cellulaire aux dommages. En réponse aux dommages à 
l’ADN, les protéines MCM sont stabilisées à la chromatine pour bloquer la progression de 
la fourche de réplication et peuvent être dissociées de celle-ci si la quantité de blessures est 
trop importante. De plus, pour éviter que de nouvelles fourches de réplication soient 
activées lorsque les mécanismes de réparation sont en fonction,  les protéines responsables 
du chargement des protéines MCM sont soit inhibées ou dégradées par les protéines 
responsables de la réparation de l’ADN. Cependant, de nouvelles études ont démontré que, 
suite à l’induction de cassures doubles brins, les protéines MCM augmentaient leur fixation 
à l’ADN et que la protéine MCM2 s’associait plus fortement avec la protéine ASF1, une 
chaperone d’histone connue pour être impliquée dans les mécanismes de réparation. Ces 
résultats suggèrent un rôle du complexe MCM dans les mécanismes de réparation de 
l’ADN qui serait indépendant de leur fonction d’hélicase réplicative. Suite à l’obtention de 
ces résultats, l’hypothèse émise est que les protéines MCM pourraient être impliquées dans 
la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN et que ce nouveau rôle pourrait nécessiter 
l’association avec la protéine ASF1. 
 
4.1 La protéine ASF1 lie directement la protéine MCM2 dans le 
domaine d’interaction des histones H3 et H4 en N-terminale de la 
protéine  
 
Les expériences in vitro sur les protéines pleines longueurs ont démontré que l’association 
entre la protéine ASF1 et MCM2 est directe, c’est-à-dire que l’interaction entre les deux 
protéines ne dépend pas d’un intermédiaire, tel qu’une autre protéine ou un cofacteur. Les 
expériences avec les mutants de délétions des principaux domaines de la protéine MCM2 
ont permis de déterminer que l’interaction avec la protéine ASF1 se situe dans le domaine 
impliqué dans l’interaction avec les histones H3 et H4, soit la partie N-terminale de la 
protéine MCM2 (1-162). La seconde génération de mutants a permis de préciser le domaine 
d’interaction entre les deux protéines et de faire ressortir la nécessité de la présence des 
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acides aminés 81-162 de la protéine MCM2. De plus, l’étude du fragmentome réalisée en 
spectrométrie de masse sur la protéine MCM2 de type sauvage et sur le mutant 1-162 est 
venue confirmer les résultats in vitro obtenu puisque l’interaction avec la protéine ASF1 est 
conservée dans les deux cas. Il était déjà connu dans la littérature que les protéines MCM2 
et ASF1, en association avec les histones H3 et H4, forment un complexe lors de la 
réplication de l’ADN (Richet et al., 2015). Ce complexe permet de déplacer les 
nucléosomes sur le brin en cours de synthèse. Cependant, la nature directe de l’interaction 
entre les deux protéines n’avait pas encore été démontrée. Il n’est pas surprenant que 
l’interaction entre les protéines MCM2 et ASF1 se situent dans le même domaine que celui 
des histones H3 et H4. La proximité de l’ensemble de ces protéines permet certainement de 
coordonner le désassemblage des nucléosomes en fonction de l’avancement de l’hélicase 
lors de la synthèse d’ADN.  
 
Puisque les deux protéines s’associent en condition normale lors de la synthèse d’ADN 
sans intermédiaire, il est fort probable que les nouvelles interactions formées lors des 
cassures doubles brins soient constituées de protéines MCM2 et ASF1 qui proviennent de 
la fraction non liées à la chromatine. Il est connu que la protéine chaperonne ASF1 joue un 
rôle dans l’incorporation des nucléosomes dans les brins d’ADN nouvellement synthétisé 
suite à la réparation des cassures doubles brins. Ainsi, une des hypothèses est que suite aux 
dommages à l’ADN, les protéines MCM et la protéine ASF1 recevraient un signal pour les 
dirigées aux sites de cassures pour permettre l’incorporation des nucléosomes nouvellement 
formés. De façon intéressante, le domaine 81-162 de la protéine MCM2 contient un site de 
phosphorylation reconnu par les kinases ATM/ATR. Nos études ont démontrées que ce site 
est davantage phosphorylé suite à l’induction de dommages à l’ADN. Cet aspect sera 
discuté en détail dans la section traitant des modifications post-traductionnelles du 
complexe en réponse aux dommages.  
 
Dans le but de déterminer si l’augmentation de l’association entre les protéines MCM2 et 
ASF1 en réponse aux dommages à l’ADN est due au recrutement du complexe MCM aux 
sites de dommages, la co-localisation potentielle des protéines MCM et de la protéine 
ASF1  aux sites de cassures doubles brins marqués par la phosphorylation de la sérine 139 
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de l’histone H2A variant X (H2A.x) a été étudiée. Les résultats d’immunofluorescences des 
protéines MCM en réponse aux dommages à l’ADN induits au laser démontre qu’il n’y a 
pas de co-localisation des sous-unités MCM2, MCM3, MCM5 et MCM7 aux sites de 
cassures doubles brins. Par contre, l’immunofluorescence de la protéine ASF1 démontre 
une co-localisation entre la protéine et les sites de dommages marqués par l’anticorps 
reconnaissant la forme phosphorylée de H2A.x. Ces résultats suggèrent que les protéines 
MCM ne sont pas majoritairement recrutées aux sites de dommages à l’ADN, alors que la 
protéine ASF1 est recrutée aux sites de cassures doubles brins. Ces résultats semblent 
contradictoires avec notre hypothèse stipulant que les protéines MCM pourraient être 
impliquées dans les mécanismes de réparation de l’ADN en association avec la protéine 
ASF1. Cependant, il est connu que le complexe MCM est présent dans un très grand excès 
au niveau de la cellule (Hyrien et al., 2003).  Lors de la réponse aux dommages, il est 
possible qu’une quantité moins importante comparativement à la quantité totale de 
protéines MCM dans la cellule se retrouve aux sites de cassures doubles brins, ce qui 
rendrait leur détection par immunofluorescence plus difficile. Une autre explication est que 
les protéines MCM ne sont pas directement impliquées dans les mécanismes de réparation 
de l’ADN mais plutôt dans les mécanismes de transcription qui sont activés en réponse aux 
dommages à l’ADN. Cette hypothèse sera en détail plus loin.  
 
4.2 Comparaison des techniques de précipitation par GFP et par BirA  
  
L’un des objectifs dans cette étude était de comparer les partenaires d’interaction avant et 
après dommages à l’ADN des protéines MCM. Pour se faire, deux méthodes ont été utilisés 
pour identifier des partenaires du complexe. Les lignées cellulaires stables générées, aussi 
bien avec la méthode GFP que BirA, démontrent une expression des protéines du complexe 
lorsque révélé avec un anticorps contre les protéines de fusion. La localisation des protéines 
par immunofluorescence a permis de confirmer que la présence des protéines de fusion 
n’altère pas la localisation nucléaire des protéines MCM. Finalement, la détection de la 
protéine MCM2-BirA en présence de biotine avec la streptavidine HRP permet de 
confirmer que l’activité enzymatique de la biotine ligase fusionnée sur les protéines MCM 
fonctionne. Ainsi, dans les deux approches, les lignées cellulaires sont fonctionnelles. 
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Les graphiques d’enrichissement des protéines MCM avec la méthode GFP démontrent que 
dans les immunoprécipitations avec les protéines MCM2, MCM5 et MCM6, toutes les 
protéines du complexe MCM n’ont pas été identifiées. Pour l’approche avec la biotine 
ligase, l’ensemble des protéines du complexe ont pu être identifiées et ce, dans toutes les 
précipitations avec la streptavidine. De plus, quand on regarde les graphiques 
d’enrichissement des protéines totales on remarque une quantité beaucoup plus grande de 
protéines dans les précipitations avec la streptavidine qu’avec la GFP. Cette différence dans 
la quantité de protéines identifiées peut être expliquée par le fait que la méthode avec la 
biotine ligase permet de biotinylé les protéines qui se retrouvent à proximité de celle qui est 
fusionné avec le BirA. Ainsi, les protéines qui sont précipitées représentent celles qui se 
sont retrouvées à un moment ou à un autre dans l’environnement du complexe MCM. Alors 
que les protéines immunoprécipitées avec la méthode GFP sont celles qui, au moment de la 
lyse, se retrouvaient associées avec le complexe MCM ou avec l’un de ses partenaires. Il 
est donc normale de retrouvé une plus grande quantité de protéine avec la méthode BirA.  
 
4.3 Les protéines MCM forment deux sous-complexes dans la cellule  
 
Lors de l’induction de dommages à l’ADN, les protéines MCM augmentent leur fixation à 
la chromatine. Toutefois, les protéines du complexe ne semblent pas se retrouver aux sites 
de réparation, tel que démontré par l’immunofluorescence des protéines H2A.x et des 
protéines MCM. L’étude de la modulation de leurs partenaires d’association, suite à 
l’induction de cassures doubles brins, peut venir apporter des explications sur leurs 
fonctions potentielles dans les mécanismes de réparation de la chromatine. 
 
Ces expériences d’interactions ont permis de confirmer, aussi bien dans les conditions non-
traitées que traitées à l’étoposide, que la quantité de protéines MCM identifiées dans les 
immunoprécipitations était de niveau égale, autant avec les approches GFP que BirA. 
Puisque le but de ces expériences était d’identifier la modulation des interactions avant et 
après dommages à l’ADN, il était important de confirmer qu’il n’y avait pas 
d’augmentation ou de diminution significative des protéines du complexe MCM en réponse 
aux dommages à l’ADN. Une diminution des protéines du complexe MCM aurait pu 
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signifier que celles-ci sont dégradées  en réponse aux dommages à l’ADN, ce qui ne semble 
pas être le cas dans les heures suivant l’induction de dommages.  
 
Les graphiques présentent un enrichissement préférentiel de certaines protéines MCM dans 
les différentes immunoprécipitations. En effet, dans l’analyse des lignées MCM2/4/6/7, 
nous pouvons remarquer une plus grande quantité de ces protéines dans chacune des 
purifications alors qu’il y a un enrichissement beaucoup plus faible des protéines MCM3 et 
MCM5. Inversement, l’enrichissement des protéines MCM3 et MCM5 est plus marqué 
dans les lignées cellulaires correspondantes, alors que les autres protéines du complexe sont 
beaucoup moins présentes. Ces résultats suggèrent la formation de deux sous-complexes 
des protéines MCM, l’un formé par les protéines MCM2, MCM4, MCM6 et MCM7 et le 
second formé du dimère MCM3 et MCM5. De manière intéressante, des études in vitro ont 
démontré que le complexe MCM2/4/6/7 possède une fixation à l’ADN plus importante que 
le complexe MCM2-MCM7 complet (Bochman and Schwacha, 2007). Ceci pourrait 
suggérer que le dimère MCM3-MCM5 possèderait une activité de régulation inhibitrice au 
sein du complexe.  
 
4.4 Les protéines MCM forment des complexes avec des protéines 
impliquées dans les mécanismes de remodelage de la chromatine et 
dans l’ubiquitination suite aux dommages à l’ADN. 
 
Les fichiers d’analyse de spectrométrie de masse ont permis d’identifier un groupe de 
protéines qui augmentent leur interaction avec le complexe MCM en réponse aux 
dommages à l’ADN. Ces protéines peuvent être regroupées en deux principales fonctions 
cellulaires, soit le remodelage de la chromatine ou l’ubiquitination des protéines. La Figure 
22 résume les fonctions potentielles retrouvées pour les différentes sous-unités du 
complexe MCM. Ainsi, les protéines MCM augmentent leur association avec des protéines 
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promoteur de gènes contrôlant le cycle cellulaire, et qui sont régulés par le facteur de 
transcription E2F (Subtil-Rodríguez et al., 2014). L’identification de ces protéines comme 
interagissant avec les protéines du complexe MCM permet de suggérer que les protéines 
MCM pourraient être impliquées dans la réponse aux dommages à l’ADN dans un contexte 
transcriptionnel. En effet, les protéines MCM peuvent interagir avec le domaine C-
terminale de l’ARN polymérase II (Yankulov et al., 1999). Des sous-unités du complexe, 
telles que MCM5 et MCM7, s’associent avec des facteurs de transcription tels que STAT1α 
et pRB afin de promouvoir l’expression de certains gènes (DaFonseca et al., 2001; Sterner 
et al., 1998). L’augmentation de l’interaction entre la protéine TRIML2 et le complexe 
MCM vient renforcir cette hypothèse. En effet, la protéine TRMIL2, en association avec la 
protéine p53, est impliquée dans la transcription de gènes pro-apoptotiques suite à l’arrêt du 
cycle cellulaire (Kung et al., 2014). L’hypothèse de l’implication des protéines MCM dans 
la réponse transcriptionnelle aux dommages à l’ADN vient unifier les résultats obtenus. Le 
recrutement des protéines MCM à la chromatine en réponse aux cassures doubles brins, 
l’augmentation de l’association de la protéine MCM2 et ASF1 et l’absence de co-
localisation des protéines MCM aux foyers de réparations peuvent être expliqués par cette 
hypothèse. En effet, l’augmentation de l’interaction entre le complexe MCM et la 
chromatine pourrait s’expliquer par le recrutement des protéines MCM aux promoteurs des 
gènes impliqués dans la réponse cellulaire aux dommages. L’augmentation de l’association 
de la protéine MCM2 et ASF1 pourrait aussi être expliquée par cette hypothèse. Des études 
effectuées chez la levure ont démontré que la protéine ASF1 est recrutée au promoteur d’un 
gène impliqué dans la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN pour promouvoir son 
expression en réponse à la voie de signalisation ATM/ATR (Minard et al., 2011) 
 
Pour les protéines impliquées dans l’ubiquitination, on retrouve les protéines MAGED1, 
DDB1, DCAF13, PRPF19, USP15 et UBAP2L. La protéine MAGED1 permet le 
recrutement d’une protéine E3-ubiquitine-ligase possédant un domaine RING-type zinc 
finger (Sasaki, 2005). La protéine DDB1, en association avec la protéine Cullin4a/b et la 
protéine ROC, forme un complexe d’ubiquitine ligase impliqué dans plusieurs réponses 
cellulaires (Shiyanov et al., 1999). Ce complexe de protéines ubiquitinyle plusieurs 
protéines impliquées dans les mécanismes de réparation de l’ADN (Matsuoka et al., 2007). 
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La spécificité du complexe DDB1-Cul4a/b est assurée par une protéine adaptatrice qui 
reconnaît un substrat est spécifique, et qui permet de le cibler par le complexe d’ubiquitine-
ligase. Ces protéines font partie de la famille des DCAF (Lee and Zhou, 2007). De manière 
intéressante, la protéine DCAF13 présente aussi une augmentation de son interaction avec 
les protéines MCM en réponse aux dommages à l’ADN.  
 
La technique utilisée pour déterminer l’augmentation des interactions pour les protéines 
MCM en réponse aux dommages à l’ADN présente toutefois certaines lacunes. Dans le 
contexte où les protéines MCM possèdent un rôle différent de la fonction d’hélicase 
réplicative, entre autre avec une implication additionnelle dans la réponse transcriptionnelle 
aux dommages, il est impossible de distinguer le rôle des partenaires d’association du 
complexe dans ces deux fonctions. D’autres expériences seront nécessaires pour venir 
confirmer que ces associations se forment sur un complexe qui n’est pas présent à la 
fourche de réplication comme hélicase. 
 
4.5 Phosphorylation et ubiquitination du complexe MCM en réponse 
aux dommages à l’ADN.   
 
Les protéines MCM sont la cible des voies de signalisation ATM et ATR en réponse aux 
dommages à l’ADN (Cortez et al., 2004). D’autres sites de phosphorylation sur les 
différentes sous-unités du complexe peuvent également être impliqués dans la réponse au 
stress réplicatif (Zafar and Nakagawa, 1989). Ces phosphorylations peuvent bloquer la 
progression du complexe lors de la synthèse d’ADN ou encore inhiber son activité hélicase. 
Cependant, certains sites de phosphorylation augmentent en réponse aux dommages à 
l’ADN mais leurs rôles n’ont pas été caractérisés. De plus, l’augmentation des interactions 
de certaines des sous-unités du complexe MCM avec des protéines impliquées dans 
l’ubiquitination suggère une possible modification des MCM par l’ajout d’ubiquitine. Dans 
le contexte où les protéines MCM pourraient jouer un rôle dans la réponse aux dommages à 
l’ADN distinct du rôle d’hélicase réplicative, l’étude des modifications post-
traductionnelles peut aider à éclaircir leur fonction. Pour ce faire, les sites de 
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phosphorylations présents sur les différentes sous-unités du complexe ainsi que les sites 
d’ubiquitination ont été identifiés par spectrométrie de masse.  
 
Lors de l’analyse par spectrométrie de masse des modifications post-traductionnelles du 
complexe MCM, 18 sites de phosphorylation ont été identifiés sur différentes sous-unités 
du complexe. Parmi ceux-ci, trois sites en particulier présentaient une forte augmentation 
de leur ratio de phosphorylation suite aux traitements à l’étoposide, soit la sérine 108 sur 
MCM2 (ratio de 3.60), la sérine 728 sur MCM3 (ratio de 8.12) et la sérine 762 sur MCM6 
(ratio de 6.55). Ces trois sites présentent un patron de séquence S/TQ qui est normalement 
reconnu par les kinases ATM/ATR et DNA-PK, des protéines impliquées dans la réponse 
cellulaire aux dommages à l’ADN. De manière intéressante, aucun de ces sites n’a été 
caractérisés pour être impliqué dans le blocage de la fourche de réplication en réponse aux 
dommages à l’ADN, ce qui suggère un autre rôle pour ces phosphorylations spécifiques. 
Pour la sérine 728 de MCM3, des études de Shi et al., (2007) ont démontrées que la 
protéine MCM3 murine pouvaient être phosphorylé par ATM in vitro sur les sérine 725, 
732 et 738. Chez l’homme ces sites représentent la sérine 728 et la sérine 734. Nos résultats 
s’accordent avec ces études sur le point que ce site de phosphorylation augmente suite à 
l’induction de cassures doubles brins et ceci viens confirmer que ce site est phosphorylé par 
ATM. Cette étude n’a cependant pas été en mesure de caractériser les répercussions 
biochimiques de cette phosphorylation sur la protéine MCM3. Des mutants alanine et acide 
glutamique de ces sites ont démontrés aucun changement dans leur fixation à la 
chromatine, dans leur localisation ou dans leur association avec les autres protéines du 
complexe MCM. Il serait intéressant de regarder par spectrométrie de masse si des mutants 
de cette sérine possèdent les mêmes partenaires d’interaction.  Pour la protéine MCM6, très 
peu d’information sont connus en ce qui concerne sa phosphorylation. Tous les sites 
répertoriés dans la littérature ont été trouvés par spectrométrie de masse ou par prédiction 
informatique.  
 
Une étude de Cortez et al., (2004) avait déjà identifié la sérine 108 de MCM2 pour être 
phosphorylée par ATM et ATR en réponse aux cassures doubles brins, sans toutefois être 
capable de caractériser son rôle dans ce processus cellulaire. Puisque l’induction de 
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dommages à l’ADN résultait en une augmentation de la fixation des protéines MCM à la 
chromatine, l’implication de cette phosphorylation dans cette réponse cellulaire du 
complexe MCM a été caractérisée. La protéine MCM2 démontre une augmentation de sa 
fixation à l’ADN suite aux traitements avec l’étoposide. Toutefois, les mutants de la sérine 
108 en alanine, qui empêche la phosphorylation, ou en acide glutamique, qui imite la 
présence d’une phosphorylation, perdent l’augmentation de la fixation à l’ADN en réponse 
aux cassures doubles brins. Ceci suggère que cette phosphorylation est importante pour la 
fixation de la sous-unité MCM2 à la chromatine en réponse aux dommages à l’ADN. De 
façon intéressante, le mutant acide glutamique semble présenter une fixation plus 
importante à la chromatine en absence de cassures doubles brins. La phosphorylation de la 
sérine 108 se situe dans le domaine d’interaction entre la protéine MCM2 et ASF1. Ainsi, il 
serait intéressant de déterminer si les mutants de phosphorylation de la protéine MCM2 
permettent toujours une augmentation de l’interaction entre ces deux protéines suite à 
l’induction de cassures doubles brins. De plus, puisque ces mutants semblent affecter la 
fixation à l’ADN en réponse aux dommages, il serait intéressant de les utiliser pour 
déterminer si ces mutants sont capables de se retrouver au site de dommages à l’ADN ou 
s’ils co-localisent avec des protéines impliquées dans la transcription.  
 
Les analyses de spectrométrie de masse ont aussi permis d’identifier 12 sites 
d’ubiquitination sur les protéines MCM2, MCM3, MCM4 et MCM7.  Suite aux traitements 
avec l’étoposide, la majorité des sites présente une augmentation de leur ratio 
d’ubiquitination. Cependant, la technique de détection par spectrométrie de masse pour ce 
type de modifications post-traductionnelles ne  permet pas d’affirmer avec certitude si le 
site est mono ou poly-ubiquitinylé. L’ubiquitination de ces sites pourrait mener à la 
dégradation du complexe MCM en réponse aux dommages à l’ADN. Toutefois, l’analyse 
de l’enrichissement des protéines MCM avant et après traitement à l’étoposide lors des 
immunoprécipitations révèle que la quantité de protéines MCM ne diminuait pas en 
réponse aux dommages à l’ADN, ce qui suggère que ces sites d’ubiquitination ne sont pas 
impliqués dans la dégradation protéique du complexe MCM. Une des hypothèses qui 
concorde avec nos résultats est que l’ubiquitination des protéines MCM en réponse aux 
dommages à l’ADN permettrait de régulariser les fonctions du complexe MCM en réponse 
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aux dommages à l’ADN. L’ajout d’ubiquitine sur un site spécifique peut modifier la 
localisation cellulaire, moduler les interactions protéine-protéine ou encore  changer la 
fonction de la protéine (Schnell and Hicke, 2003). 
 
L’identification du complexe d’ubiquitine ligase responsable de ces modifications peut 
devenir un objectif important afin comprendre l’implication de ces modifications post-
traductionnelles. Dans les immunoprécipitations du complexe MCM, deux complexes 
d’ubiquitine ligase ont été identifiés par leur augmentation d’interaction avec les protéines 
MCM suite aux traitements avec l’étoposide. Le premier est formé des protéines MAGED1 
et TRIML2 alors que le second est constitué de DDB1 et DCAF13. Puisque la plupart de 
ces modifications sont présentes en absence de dommages à l’ADN, les fichiers d’analyse 
de spectrométrie de masse, des immunoprécipitations du complexe MCM sans traitement à 
l’étoposide ont été utilisés pour déterminer si la présence d’un complexe était favorisée par 
rapport à l’autre. Dans les immunoprécipitations du complexe MCM, la protéine DDB1 et 
la protéine DCAF13 ainsi que la protéine Cullin4, qui est un autre membre du complexe 
d’ubiquitine ligase, sont toujours présentes. Les immunoprécipitations des protéines MCM2 
à MCM7 dans les lignées cellulaire fusionnées avec GFP ainsi que l’immunoprécipitation 
réciproque de la protéine DDB1 ont confirmé ces interactions. L’architecture du complexe 
MCM et les interactions identifiées entre DDB1 et les sous-unités MCM suggèrent que 
l’association entre ces protéines se situe sur un seul côté du complexe MCM.   
 
Les protéines MCM pourraient être ubiquitinylées par le complexe formé des protéines 
DDB1-Cullin4. Comme mentionné précédemment, ce complexe d’ubiquitine ligase 
reconnaît son substrat par la fixation de celui-ci à une des protéines de la famille DCAF. 
Or, dans toutes les purifications des protéines MCM, seule la protéine DCAF13 a été 
identifiée. Ainsi, le complexe DDB1-Cullin4 pourrait être responsable de l’ubiquitination 
du complexe MCM par son association avec la protéine DCAF13.  
 
L’association des protéines MCM avec le complexe d’ubiquitine ligase DDB1-Cullin4 lors 
de la réplication pourrait permettre une réponse coordonnée en réponse aux dommages à 
l’ADN.  En effet, le complexe DDB1-Cullin4 est responsable de l’ubiquitination des 
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histones H3 et H4 en réponse aux dommages induits par les UV, ce qui facilite le 
recrutement de la protéine XPC qui est responsable de la reconnaissance des dommages 
dans le mécanismes de réparation par excision de nucléotides (Wang et al., 2006b). Cette 
hypothèse concorde avec le fait que la protéine MCM2 interagit non seulement avec les 
histones H3 et H4 (Richet et al., 2015) mais aussi avec la chaperone d’histones ASF1 qui 
est responsable de l’incorporation de ces histones au sein du nucléosome. Ainsi, le 
complexe MCM pourrait potentiellement servir de plateforme d’interaction avec le 
complexe DDB1-Cullin4 lors de la synthèse d’ADN, ce qui pourrait induire 
l’ubiquitination des histones lorsque la fourche de réplication rencontre une lésion présente 
sur la chromatine. Dans une hypothèse comme dans l’autre, la fonction de l’ubiquitination 

























Les objectifs principaux de cette étude étaient d’identifier de nouveaux partenaires 
d’interactions des protéines MCM avant et après dommages à l’ADN, de comprendre les 
mécanismes régulant l’augmentation de la fixation des protéines MCM à la chromatine en 
réponse aux traitements avec l’étoposide et finalement de comprendre l’implication de 
l’augmentation de l’interaction entre ASF1 et MCM2 suite aux cassures doubles brins. Il a 
été montré que l’association entre les protéines MCM2 et ASF1 nécessitait la présence des 
acides aminés 81-162 de la protéine MCM2. Ce domaine d’interaction comporte aussi un 
site de phosphorylation reconnu par les kinases ATM et ATR, la sérine 108, qui est 
davantage phosphorylé suite aux dommages à l’ADN. Ce site de phosphorylation semble 
nécessaire à la fixation de la protéine MCM2 à la chromatine en réponse aux dommages à 
l’ADN. Il serait intéressant par la suite de vérifier si l’interaction entre la protéine ASF1 et 
MCM2 est régulée suites aux dommages à l’ADN en utilisant les mutants de ce site de 
phosphorylation.  
 
De nouvelles interactions avec le complexe MCM ont été identifiées par spectrométrie de 
masse lors de traitements avec l’étoposide. On retrouve, en autre, plusieurs protéines 
impliquées dans le remodelage de la chromatine et dans la transcription génique. 
L’identification de ces protéines laisse suggérer que les protéines MCM sont impliquées 
dans la transcription de gènes impliqués dans les mécanismes de réparation de l’ADN en 
réponse aux cassures doubles brins. Cette hypothèse est renforcée par le fait que la protéine 
MCM2 augmente son interaction avec la protéine ASF1 et que cette association ne semble 
pas se produire aux sites de dommages à l’ADN puisque les protéines MCM ne co-
localisent pas avec l’histone H2A.x phosphorylée sur la sérine 139. Toutefois, d’autres 
expériences devront être réalisées afin de confirmer l’augmentation de l’interaction entre 
les protéines MCM et leurs nouveaux partenaires d’association ainsi que leur implication 
au niveau transcriptionnel. 
 
Les protéines MCM possèdent des sites dont la phosphorylation augmente en réponse aux 
dommages à l’ADN. Même si les résultats ont permis de clarifier l’implication d’un des 
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sites de phosphorylation, il serait intéressant de connaître le rôle des deux autres sites 
reconnus par les kinases ATM/ATR et DNA-PK. Pour ce faire, des mutants pour ces sites 
de phosphorylation devront être générés pour déterminer l’implication de ces 
phosphorylations en réponse aux dommages à l’ADN. Une augmentation d’ubiquitination à 
certains sites a  aussi été démontrée en réponse aux traitements avec l’étoposide. Bien que 
les protéines MCM augmentent leurs interactions avec des protéines impliquées dans ce 
processus de modification post-traductionnelle, il reste à déterminer si ces complexes sont 
responsables de l’ubiquitination des protéines MCM en réponse aux dommages à l’ADN. 
L’association des protéines MCM, dont MCM2, MCM5 et MCM6, avec la protéine DDB1, 
qui fait partie d’un complexe d’ubiquitine ligase, a été démontrée. Finalement, il serait 
intéressant de déterminer si la protéine DCAF13 est responsable de la reconnaissance du 
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8.2 Tableau des plasmides utilisés 
 
MCM2 pDEST53 GFP Eucaryotes  Lignée transitoire 
MCM2 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM2 pbLAP1 Myc-BirA Eucaryotes Lignée stable 
MCM2 pDEST15 GST procaryotes Protéine recombinante 
MCM2-1-81 pDEST15 GST procaryotes Protéine recombinante 
MCM2-1-122 pDEST15 GST procaryotes Protéine recombinante 
MCM2-1-475 pDEST15 GST procaryotes Protéine recombinante 
MCM2-1-475 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM2-476-904 pDEST15 GST procaryotes Protéine recombinante 
MCM2-1-162 pDEST15 GST procaryotes Protéine recombinante 
MCM2-Ser108Ala pDEST53 GFP Eucaryotes  Lignée transitoire 
MCM2-Ser108Glu pDEST53 GFP Eucaryotes  Lignée transitoire 
MCM3 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM3 pbLAP1 Myc-BirA Eucaryotes Lignée stable 
MCM4 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM4 pbLAP1 Myc-BirA Eucaryotes Lignée stable 
MCM5 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM5 pbLAP1 Myc-BirA Eucaryotes Lignée stable 
MCM6 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM6 pbLAP1 Myc-BirA Eucaryotes Lignée stable 
MCM7 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
MCM7 pbLAP1 Myc-BirA Eucaryotes Lignée stable 
ASF1 pDEST15 6x Histidines procaryotes Protéine recombinante 
DDB1 pgLAP1 GFP Eucaryotes Lignée stable 
 
